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RESUMEN 
Piper pesaresanum y Piper crassinervium, son dos especies vegetales 
pertenecientes al género Piper de la familia Piperaceae, la cual ha sido estudiada 
por su amplia distribución global y su variada actividad biológica. En este estudio, 
se evaluó  la actividad antibacteriana de los extractos de hexano, diclorometano, 
metanol y metanol-agua (9:1) de las especies mencionadas, por el método de 
difusión en pozos, encontrándose que el extracto de diclorometano de P. 
pesaresanum y sus fracciones polares obtenidas por cromatografía de columna en 
sílica gel, fueron activas contra Staphylococcus aureus. Además, se evaluó la 
actividad antifúngica de estos extractos, contra el  hongo Mycosphaerella fijiensis 
Morelet en sus fases sexual y asexual por los métodos de elongación del tubo 
germinativo y crecimiento radial del micelio respectivamente, donde se encontró 
que el extracto metanólico de P. pesaresanum inhibió la germinación de 
ascosporas en la fase sexual  en un 100%; mientras que el extracto de hexano de 
la misma planta presentó 100% de la actividad contra la fase asexual de M. 
fijiensis. 
A los extractos de diclorometano y metanol de P. pesaresanum que presentaron 
actividad, se les realizó un perfil cromatográfico por HPLC – MS, en el cual se 
destacó la presencia de varios compuestos polares; además, se logró identificar 
una piperamida con características estructurales similares a la pipercida. Esta 
infomación se complementó con la interpretación de los espectros de resonancia 
magnética nuclear RMN-1H y COSY 1H-1H. 
PALABRAS CLAVES: Antifúngica, antibacteriana, bioprospección, Escherichia 
coli, Mycosphaerella fijiensis Morelet, Staphylococcus aureus. 
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ABSTRACT 
Piper Pesaresanum and Piper crassinervium are two vegetable spices belonging to 
the genus Piper  and the family Piperaceae, that have been studied by their wide 
global distribution and their biologic activity. In this study, it was evaluated the 
antibacterial activity of the hexane, dichloromethane, methanol, and water - 
methanol (9:1) extracts of the mentioned spices, by the well diffusion method, 
finding that the dichloromethane extract of P. Pesaresanum and its polar fractions 
obtained by column chromatography in silica gel, were active against 
Staphylococcus aureus. In addition, it was evaluated the antifungal activity of the 
these extracts, against Mycosphaerella fijiensis Morelet fungus in its sexual and 
asexual phases by the germinative tube elongation and radial growth methods 
respectively, where it was found that the methanolic extract of the P. Pesaresanum 
inhibited the ascospores germination 100 % in the sexual phase, while the hexane 
extract of the same plant showed 100% of the activity against the asexual phase of 
the M. fijiensis. 
A chromatography profile by HPLC–MS was made to the dichloromethane and 
methanol extracts of the P. pesaresanum that were active, in which highlights the 
presence of various polar compounds. Also was identified a similar structural 
features piperamida the pipercida. This info was complemented by analysis of 
nuclear magnetic resonance spectra 1H- NMR and COSY 1H-1H. 
 
KEYWORDS: Antifungal, antibacterial, bioprospection, Escherichia coli,  
 Mycosphaerella fijiensis, Staphylococcus aureus. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La familia Piperaceae, presenta un gran número de especies presentes en las 
zonas tropicales y subtropicales del mundo, algunas de estas son conocidas por 
su alto valor comercial, por ejemplo P. nigrum  se utiliza como condimento por sus 
frutos aromáticos y picantes. Otras son utilizadas como insecticidas y en la 
medicina natural (Célis et al., 2008). 
El género Piper es el más estudiado dentro de la familia Piperaceae, albergando el 
mayor número de especies con actividad biológica comprobada, las cuales se 
deben principalmente a una gran variedad de alcaloides, amidas, propenilfenoles, 
lignanos, terpenos, flavonoides, entre otros compuestos; los cuales son 
biológicamente activos contra agentes patógenos que afectan el bienestar del 
hombre, algunas de ellas se muestran en la Tabla 1. Sin embargo, son pocas las 
investigaciones desarrolladas sobre este género de plantas, teniendo en cuenta el 
número considerable y el tamaño global de sus especies. 
Tabla 1.Algunas especies del género Piper con actividades biológicas 
Especie Metabolitos 
secundarios 
Actividad biológica Referencia 
Piper hispidum  Amidas Antifúngico contra 
Cladosporium 
sphaerospernum 
Navickiene et al., 2000 
Piper tuberculatum Amidas Antifúngico contra 
Cladosporium 
sphaerospernum 
Navickiene et al., 2000 
Piper sarmentosum Alcaloides Analgésico, antiinflamatorio, 
anticarcinogénico 
Zakaria et al., 2010; 
Zainal et al., 2009 
Piper capense Amidas 
alcaloidales 
Antiparasitario Kaou et al., 2010 
Piper 
dilatatum 
Chalconas y 
derivados del 
ácido benzóico 
Antifúngico contra 
Cladosporium 
sphaerospernum 
Terreaux et al., 1998 
Piper chaba Amidas y 
alcaloides 
Hepatoprotectiva Matsuda et al., 2009 
Rama et al., 2011 
Piper kadsura Neolignanos Antineuroinflamatoria Hyun et al., 2010 
Piper longum Amidas Insecticida - acaricida Park et al., 2002 
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En los últimos años se ha incrementado el uso de productos naturales para el 
control de enfermedades provocadas por agentes patogénicos que han disminuido 
la calidad de vida en muchas regiones del mundo. Dentro de estos productos, se 
encuentran varios compuestos aislados de especies del género Piper, los cuales 
han sido purificados mediante el uso de técnicas cromatográficas y caracterizados 
empleando diferentes métodos espectroscópicos como espectros de infrarrojo (IR) 
espectrometría de masas (EM) y las distintas técnicas de resonancia magnética 
nuclear (RMN). Dichas técnicas fueron empleadas en el estudio de los extractos 
de Piper pesaresanum y Piper crassinervium cuyo proceso se explican en este 
trabajo. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 FAMILIA PIPERACEAE 
 
La familia Piperaceae comprendeun número extenso de arbustos, hierbas y lianas 
que se encuentran en lugares sombríos y húmedos de todo el mundo. Comprende 
de 10 a 12 géneros entre ellos están el género Piper, Piperomia, Pothomarphe, 
Ottonia, Sarchorhachis y Trianaeopiper; todos representados en la flora  
colombiana (López et al., 2010; Calle 1999). 
 
2.1.1 Taxonomía de la familia Piperaceae 
Reino: Plantae 
Subreino: Tracheobionta 
División: Angioespermae 
Clase: Magnoliopsida 
Orden: Piperales 
Familia: Piperaceae 
 
2.1.2 Distribución geográfica de la familia Piperaceae 
La familia Piperaceae, se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales del 
mundo, como se muestra en la Figura 1. 
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Figura 1. Distribución geográfica de la familia Piperaceae (Missouri Botanical 
Garden, 2011) 
2.2 GÉNERO Piper 
Las especies del género Piper, se caracterizan por tener hojas alternas; 
inflorescencias opuestas, raramente axilares, simples o compuestas; bráctea floral 
deltoide, triangular, ocasionalmente lisa, brillante; flores densamente agrupadas 
sobre el eje vertical; anteras dehiscentes en un plano vertical, horizontal u oblicuo; 
pistilo de 3-5 carpelos, fruto liso, estiloso, deprimido o truncado (Calle, 1999). 
La química de las especies de este género ha sido ampliamente investigada a 
nivel mundial. Los resultados encontrados han permitido reconocer al género Piper 
como el más bioactivo de la familia Piperaceae por haber identificado una serie 
de compuestos biológicamente activos, como alcaloides, amidas, propenilfenoles, 
lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides, piperolidos, chalconas, 
dihidrochalconas, flavonas y flavanonas (Parmar et al., 1997; López et al., 2010). 
2.2.1 Taxonomía del género Piper 
La taxonomía de las especies del género Piper tiene la misma clasificación de la 
familia, especificando el género. 
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2.2.2 Distribución geográfica del género Piper 
En este género se encuentran alrededor de 800 especies en el neotrópico, 
principalmente en 5 áreas del continente americano: la Costa Pacífica de 
Colombia y Ecuador, el oeste de la Amazonía del Perú y Ecuador, la Costa 
atlántica del Brasil, los Andes de Venezuela, Ecuador, Colombia y el norte del 
Perú, el sur de México y la península de Yucatán (Célis et al., 2008). 
2.3 ESPECIES DE ESTUDIO 
2.3.1 Piper crassinervium 
Es una especie del género Piper conocida popularmente como “Jaborandi” 
mostrada en la Figura 2, ha sido varias veces estudiada, determinando la 
presencia de diferentes compuestos fitoquímicos biológicamente activos como 
derivados del ácido benzoico, flavonoides e hidroquinonas preniladas, que han 
mostrado actividad positiva contra Trypanosoma cruzi con una concentración 
media inhibitoria (IC50)  de 6.10 µg mL
-1 y antioxidante con valores de IC50 entre 20 
a 50 µg mL-1 (Danelutte et al., 2005; Yamaguchi et al., 2006; López et al., 2006, 
López et al., 2008). 
 
Figura 2. Piper crassinervium 
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2.3.1.1 Descripción morfológica 
La especie P. crassinervium es un arbusto de tallos erectos, hojas alternas, 
simples y pecioladas. Entre las características anatómicas más importantes para 
la  identificación se tienen: parénquima cortical con esclereidas radicales, la 
corteza del tallo con bandas discontinuas de colénquima y el tejido vascular 
discontinuo, constituido por dos círculos de haces vasculares colaterales; hojas 
dorsiventrales con estomas ciclocíticos y tetracíticos, con una a tres capas de 
células en el nervio medio. El sistema de raíces es muy ramificado y se compone 
de raíces poco profundas, que salen de la base de la planta, sin distinción de una 
raíz principal (Meyer et al., 2005). 
2.3.1.2 Taxonomía de Piper crassinervium 
La taxonomía de esta especie, es la misma de la familia Piperaceae 
especificando: 
Género: Piper 
Especie: crassinervium 
Nombre científico: Piper crassinervium 
2.3.1.4 Distribución geográfica de Piper crassinervium 
La especie P. crassinervium, se encuentra en diferentes regiones de Sur América, 
como en la zona Andina Colombiana, gran parte de Venezuela, el sur-este de 
Brasil, el sur del Perú y el centro de Bolivia como se muestra en la Figura 3. 
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Figura 3. Distribución geográfica de Piper crassinervium (Discover Life, 2011) 
2.3.2. Piper pesaresanum 
Es una especie poco estudiada, no se reportan estudios de su morfología,  
composición fitoquímica ni de las actividades biológicas que posee, se presenta en 
la Figura 4. 
 
Figura 4. Piper pesaresanum 
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2.3.2.1 Taxonomía de Piper pesaresanum 
La taxonomía de esta especie, es la misma de la familia Piperaceae 
especificando: 
Género: Piper 
Especie: pesaresanum 
Nombre científico: Piper pesaresanum 
2.3.2.2 Distribución geográfica de Piper pesaresanum  
P. pesaresanum, se encuentra en la zona central colombiana, sobre todo en el sur 
de Antioquía y toda la región cafetera, como se indica en la Figura 5. 
 
Figura 5. Distribución geográfica de P. pesaresanum (Dicover life, 2011). 
 
2.4 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 
Un extracto con actividad antibacteriana es aquel que es capaz de inhibir el 
crecimiento y desarrollo de bacterias o estimular su eliminación (Madigan et al., 
2003).  
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2.4.1  Escherichia coli. 
2.4.1.1 Clasificación científica 
Reino: Bacteria 
División: Proteobacteria 
Clase: Gammaproteobacteria 
Orden: Enterobacteriales 
Familia: Enterobacteriaceae 
Género: Escherichia 
Especie: coli  
Nombre científico: Escherichia coli 
2.4.1.2 Características y estudios 
Los miembros del género Escherichia son habitantes universales del tracto 
intestinal de todos los animales de sangre caliente incluido el hombre, tienen 
función nutricional en el intestino, sintetizando vitaminas, en especial las vitaminas 
B y K. E. coli, tiene la forma de un bacilo alargado; es una bacteria procariota, 
anaerobia facultativa, está compuesta por dos membranas lipídicas que son la 
membrana externa y la membrana plasmática; entre ellas, se encuentra una capa 
fina de peptidoglicano que es insuficiente para retener el colorante azul o violeta 
de la coloración de Gram, clasificándose como una bacteria Gram negativa 
(Madigan et al., 2003; Manning 2005). 
E. coli se utiliza, entre otras aplicaciones, para obtener muchas copias de un 
fragmento de ADN de interés (amplificación) y para la fabricación de proteínas 
recombinantes a gran escala, por ejemplo la insulina humana. Además, los 
plásmidos de este tipo de bacteria son importantes puesto que contienen genes de 
interés biológico, como aquellos que determinan ventajas adaptativas (por 
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ejemplo, resistencia a antibióticos); también, son utilizados como vectores de 
clonado y de expresión en ingeniería genética (ARGENBIO, 2011). 
Los extractos de diferentes especies del género Piper,  como Piper lanceaefolium 
y Piper adumcum, se han evaluado por el método de microdilución en placa contra  
E. coli, pero ninguno de los extractos evaluados inhibió el crecimiento de esta 
bacteria (López et al., 2001; Bussmann et al., 2010). 
2.4.2  Staphylococcus aureus 
2.4.2.1 Clasificación científica de S. aureus 
Reino: Bacteria 
División: Firmicutes 
Clase: Bacilli 
Orden: Bacillales 
Familia: Staphylococcaceae 
Género: Staphylococcus 
Especie: aureus 
Nombre científico: Staphylococcus aureus 
2.4.2.2 Características y estudios 
Las bacterias del género Staphylococcus, tienen forma de cocos con tamaños 
entre 0,8 a 1 µm de diámetro. Staphylococcus aureus, es una bacteria capaz de 
sobrevivir en condiciones adversas, coloniza fácilmente las superficies cutáneas e 
invade los tejidos; por lo cual, los cuadros clínicos que se pueden encontrar más 
frecuentemente son ocasionados por este microorganismo, que produce 
infecciones en la piel, anexos cutáneos y tejidos blandos, otitis, osteomielitis, 
artritis, neumonía y sepsis. Además, producen leucocidina, que destruye los 
leucocitos. Se clasifican como Gram positivos al presentar una coloración azul 
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oscura o violeta en la tinción de Gram, debido a que su estructura celular, permite 
retener este colorante en su membrana (Madigan et al., 2003). Actualmente se ha 
incrementado el índice de resistencia de las bacterias Gram positivas a varios 
antibióticos, en especial de S. aureus, que constituye la causa más común de las 
septicemias intrahospitalarias (Anastasiou et al., 2008) 
Se han encontrado varios extractos de especies pertenecientes al género Piper, 
con actividad antibacteriana contra S. aureus, como lo es el extracto metanólico de 
las hojas de Piper lanceafolium (López et al., 2001) así como los extractos 
etanólico y acuoso de Piper adumcum con una concentración mínima inhibitoria de 
16 y 32 ppm respectivamente (Bussmann et al., 2010) y el extracto de acetato de 
etilo de Piper porphrophillum a 62,5 ppm (Ahmand et al., 2011). 
2.5  ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA 
El concepto de agente antifúngico o antimicótico engloba cualquier sustancia 
capaz de alterar las estructuras de una célula fúngica, modificando su viabilidad o 
capacidad de supervivencia y por lo tanto inhibiendo su desarrollo directa o 
indirectamente (Gregorí., 2005). 
2.5.1 Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
El hongo Ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet, es el agente causal de la 
enfermedad conocida como Sigatoka negra en los cultivos de plátano y banano, 
siendo éste el principal problema  fitopatológico en este cultivo, en América, Asia y 
África, debido a su agresividad y adaptabilidad en las regiones con clima tropical o 
subtropical húmedo del mundo (Manzo et al., 2005). 
La Sigatoka negra, no alcanza a destruir la planta por completo; sin embargo, un 
ataque severo de esta, incide en la calidad del producto final hasta en un 100%, 
retardando la floración, produciendo maduración prematura y reduciendo el peso 
del racimo hasta en un 50% (Guzmán, 2006)  
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2.5.1.1 Clasificación científica de Mycosphaerella fijiensis Morelet 
Reino: Fungi 
División: Ascomycota 
Subdivisión: Pezizomycotina 
Clase: Dothideomycetes 
Orden: Mycosphaerellales 
Género: Mycosphaerella 
Especie: fijiensis Morelet 
Nombre científico: Mycosphaerella fijiensis Morelet 
 
2.5.1.2 Características de  la reproducción de M. fijiensis 
M. fijiensis se caracteriza por tener dos fases de reproducción una perfecta o fase 
sexual y otra imperfecta o fase asexual, ambas fases son importantes en la 
expansión de la enfermedad; sin embargo, estudios epidemiológicos demuestran 
que existe una relación entre la fase sexual (descarga de ascosporas) y la 
propagación de la Sigatoka negra, mientras que la fase asexual (liberación de 
conidias), solo incide de manera precaria (baja) en la diseminación de la misma 
(Niño et al., 2009). El ciclo completo de la enfermedad se ilustra en la Figura 6. 
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Figura 6. Ciclo biológico de la enfermedad de Sigatoka negra (Conacyt, 2011) 
 
 
2.5.1.3 Estadios de la enfermedad de Sigatoka negra 
En la Tabla 2, se muestran los síntomas de la enfermedad de Sigatoka negra en 
cada uno de sus estadíos (Merchan 2000). 
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Tabla 2. Estadíos de la enfermedad de Sigatoka negra 
Estadio Síntoma Apariencia de la hoja 
1 
Pequeñas decoloraciones menores a 1 mm de 
longitud de color blanco-amarillento, visibles solo en 
el envés de la hoja 
 
2 
Las rayas de 2-3 mm de longitud de color café rojizo, 
visibles primero en el envés y luego en el haz donde 
varían de color amarillo a café y negro. Conservan el 
color café rojizo solo en el envés. En este estado se 
inicia la formación de conidios, cuya producción se 
prolonga hasta la iniciación del estado seis 
 
3 
Las rayas o estrías se alargan y amplían dando la 
impresión de haber sido pintadas. En ocasiones 
desfavorables no se ensanchan y pueden alcanzar de 
2-3 cm de longitud 
 
4 
Manchas ovales de color café en el envés y negro en 
el haz 
 
5 
Manchas negras rodeadas de un halo amarillento y 
centro semi-hundido 
 
6 
Manchas con centro hundido de color grisáceo, 
donde a simple vista se pueden observar los 
pseudotecios o cuerpos productores de ascosporas 
 
2.5.1.4 Control de la enfermedad de Sigatoka negra 
Para el control de esta enfermedad, se aplican fungicidas sistémicos costosos 
como: benzimidazoles, estrobirulinas y triazoles. En Colombia se realizan en 
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promedio entre 20 a 30 ciclos de aplicaciones por año, lo cual implica un costo 
aproximado de 30 millones de dólares. Sin embargo, la resistencia a estos 
fungicidas se ha incrementado, llegando al punto de realizar mezclas de ellos, lo 
cual trae consecuencias nefastas, al contaminar el ambiente y afectar la salud de 
los trabajadores de las plantaciones (Niño et al., 2009).  
En estudios previos, realizados por el Grupo de Biotecnología-Productos Naturales 
(GB-PN) se evaluó la actividad in vitro de extractos vegetales de diferentes 
especies recolectadas en la Reserva Natural Bremen-La Popa (Finlandia-Circasia, 
Quindío, Colombia) contra Sigatoka negra y se encontraron trece extractos con 
actividad antifúngica contra M. fijiensis en su fase de reproducción sexual, con 
porcentajes de inhibición superiores al 70%; entre los cuales se encontraron los 
extractos de metanol y diclorometano de Solanum acerifolium, Solanum sp, 
Cestrum sp, especies pertenecientes a la familia Solanaceae. Los extractos de 
diclorometano de Lysipomia lehmannii (Lauraceae) y Critoniella acuminata 
(Asteraceae) se consideraron promisorios para el control de la Sigatoka negra 
porque fueron capaces de inhibir el crecimiento en ambas fases del ciclo 
reproductivo estudiadas in vitro (Niño et al., 2009). 
 
2.6 TÉCNICAS DE AISLAMIENTO DE METABOLITOS SECUNDARIOS 
 
Es el método de separación de los componentes individuales de mezclas, basado 
en diferencias de velocidades con las que los compuestos migran por un medio 
estacionario bajo la influencia de una fase móvil (Young, 1994). Dependiendo del 
metabolito secundario que se desee separar, se emplean diferentes mecanismos 
de separación los cuales se resumen en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Mecanismos de separación (Sarker et al., 2006) 
TIPOS DE 
SEPARACIÓN 
CROMATOGRÁFICA 
FUNDAMENTO 
Separación por 
adsorción 
(cromatografía de 
adsorción) 
Diferente afinidad entre los componentes de la muestra sobre la 
superficie  de un sólido activo (componentes con polaridad baja o 
media) 
Separación por 
reparto (cromatografía 
de reparto) 
Diferente solubilidad entre las fases estacionaria y móvil 
(Componentes con polaridad media o alta) 
Separación por 
tamaño molecular 
(Cromatografía de 
permeación por gel, 
de tamiz molecular o 
de exclusión por 
tamaños) 
Las moléculas pequeñas penetran en los poros de las partículas 
de gel, por lo tanto necesitan más tiempo para salir al final de la 
columna; en cambio las moléculas grandes, al no penetrar en las 
partículas del gel se mueven con el disolvente a una velocidad de 
elución mayor, saliendo de la columna en menor tiempo. Por 
tanto, a mayor masa molecular,  menor tiempo de elución. 
Separación por 
Intercambio iónico 
Las especies cargadas negativamente se unen a la matriz sólida 
cargada positivamente y son retenidas; mientras que las especies 
positivas son rechazadas. De esta manera en función de la carga 
las especies eluyen a distintos tiempos, dando lugar a la 
correspondiente separación. 
 
Las distintas técnicas de separación existentes se fundamentan en el mismo 
principio de separación, la diferencia radica en la forma como se encuentre 
dispuesta la fase estacionaria y el estado físico de la fase móvil. En la Tabla 4, se 
muestran las técnicas cromatográficas utilizadas en este estudio y algunos 
ejemplos de análisis de especies del género Piper por estas mismas técnicas 
(Skoog et al., 2005).  
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Tabla 4. Técnicas cromatográficas utilizadas en el desarrollo del estudio fitoquímico de P. pesaresanum y P. 
crassinervium. 
TIPO DE 
CROMATOGRAFÍA 
FUNDAMENTO ESPECIE  REFERENCIA 
De capa delgada 
(CCD) 
Es una forma fácil, de bajo costo, rápida y ampliamente 
utilizada para el análisis y aislamiento de compuestos. 
Se aplica la muestra sobre un soporte activado que 
recubre una lámina de aluminio o plástica. La placa se 
eluye dentro de una cámara de elución, se seca 
completamente y se observan las manchas separadas, 
con luz ultravioleta (UV) a diferentes longitudes de 
onda y también se emplean reveladores específicos 
que reaccionan con los compuestos dando 
coloraciones características. Un factor de cuantificación 
es el Rf que se define como: 
 
Rf=
Distancia recorrida por el compuesto
Distancia recorrido por el solvente
 
Esta técnica es utilizada como cromatografía 
preparativa para purificar compuestos, empleando 
placas grandes y de mayor espesor. 
 
P. longum 
P. hispidum 
P. tuberculatum 
Yang et al., 2002; 
Navickiene et al., 
2000. 
 
De Columna (CC) 
Se usa para separar grandes cantidades de muestra, 
se puede cambiar la polaridad del sistema de elución y 
se realiza con la ayuda de la fuerza de gravedad o de 
compresor que ejerce una presión positiva, agilizando 
el proceso de elución (Cromatografía Flash). 
P. cápense 
P. chaba 
P. regnellii  
P. arborescens 
Sarker et al., 2006; 
Kaou et al., 2010; 
Matsuda et al., 
2009; 
Pessini et al., 2005; 
Duh et al., 1990. 
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Continuación Tabla 4. 
De Gases (GC) 
Se utiliza para separar los componentes volátiles de las 
muestras. La elución se produce por el flujo de una 
fase móvil de gas inerte. Se lleva a cabo en un 
cromatógrafo de gases, este consta de diversos 
componentes como el gas portador, el sistema de 
inyección de muestra, la columna (generalmente dentro 
de un horno) y el detector 
P. margaritum 
P. aduncum 
P. hispidum 
P. lhottzkanum 
Bottia et al., 2007; 
Moreira et al., 2000. 
Líquida de alta 
eficiencia (HPLC) 
Se utiliza para separar compuestos no volátiles de una 
mezcla. El cromatógrafo líquido consta de un inyector, 
la fase móvil compuesta por un solvente o un sistema 
de solventes; la columna puede ser de varios tamaños 
y básicamente de tres tipos de materiales: sílica gel, 
geles hidrofílicos y resinas; emplea una bomba que 
impulsa el solvente, la muestra y el detector capta las 
señales de identificación. 
P. crassinervium 
P. aduncum 
P. 
hostmannianum 
P. 
gaudichaudianum 
P. hispidum 
P. tuberculatum 
Sarker et al., 2006; 
Navickiene et al., 
2000. 
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2.7 TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 
 
Las técnicas espectroscópicas de análisis se basan en la observación de las 
interacciones entre la materia y la radiación electromagnética para identificarlo o 
determinar su concentración (Skoog et al., 2008). 
En el estudio de las especies del género Piper perteneciente a la familia 
Piperaceae, las técnicas espectroscópicas han sido fundamentales para  
identificar los diferentes metabolitos secundarios, reconocidos hasta el momento. 
En la Tabla 5, se muestran algunos ejemplos de las técnicas espectroscópicas 
empleadas en estos estudios. 
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Tabla 5. Técnicas espectroscópicas más empleadas en el estudio estructural de las especies del género Piper. 
TÉCNICA 
ESPECTROSCÓPICA 
FUNDAMENTO ESPECIE 
GRUPOS 
FUNCIONALES 
REFERENCIA 
ULTRAVIOLETA (UV) 
Proporciona información sobre los cromóforos 
presentes en la molécula. Algunos productos 
naturales, con flavonoides, isoquinolina, 
alcaloides y cumarinas entre otros, pueden 
ser caracterizados sobre todo por los picos de 
absorción característicos. 
P. guineense 
P. nigrum 
P. tuberculatum 
Amidas insaturadas Scott et al., 2005 
INFRARROJO (IR) 
Permite identificar los grupos funcionales de 
una molécula, por la vibración emitida por 
cada grupo, al incidir sobre la molécula una 
radiación infrarroja comprendida entre los 
4000-6000 cm
-1
.  
P. nigrum Amidas 
Sarker et al., 2006 
Wei et al., 2004 
ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS 
Proporciona información sobre la masa y la 
fórmula molecular y el patrón de 
fragmentación. Existen diferentes tipos de 
ionización dependiendo de la necesidad del 
estudio; los más utilizados son: el impacto de 
electrones (EI), ionización química (CI), 
ionización electrospray (ESI) y el bombardeo 
de átomos rápidos (FAB). 
P. guineense 
P. nigrum 
P. tuberculatum 
Amidas insaturadas Scott et al., 2005 
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Continuación Tabla 5. 
RESONANCIA 
MAGNÉTICA NUCLEAR 
(RMN) 
Revela información sobre el número y los 
tipos de protones y carbonos (y otros 
elementos como el nitrógeno, flúor, etc) 
presentes en la molécula y las relaciones 
entre estos átomos. Los experimentos de 
RMN que se utilizan hoy en día, se pueden 
clasificar en dos grandes categorías: 
1. Técnicas unidimensionales: 
RMN-
1
H, RMN-
13
C, DEPT,  
2. Técnicas dimensionales:  
COSY
1
H-
1
H, TOCSY, HMQC, 
HSQC, HSQCTOCSY 
 
P. capense Amidas alcaloidales 
Sarker et al., 2006 
Kaout et al., 2010 
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JUSTIFICACIÓN 
 
Las plantas han sido empleadas desde el inicio de la humanidad en diversos usos. 
Por esta razón, se han desarrollado un gran número de estudios para conocer las 
causas de diferentes actividades biológicas mostradas por varias especies de todo 
el mundo (Célis et al., 2008). 
La familia Piperaceae tiene una amplia distribución mundial y un gran número de 
especies  vegetales que han reportado actividades biológicas importantes como 
insecticida, antibacteriana, antifúngica, antioxidante, entre otras. El género Piper 
contiene alrededor de 2000 especies y es considerado como el más importante y 
estudiado de dicha familia, al comprobarse que las actividades biológicas 
mostradas por algunas especies se debe principalmente a la presencia de 
metabolitos secundarios como amidas, alcaloides y compuestos fenólicos, 
característicos de cada especie, logrando el aislamiento, la purificación y la 
posterior elucidación estructural de varios de estos compuestos en diferentes 
investigaciones (López et al., 2010). 
Piper pesaresanum y Piper crassinervium, son especies vegetales miembros del 
género Piper de la familia Piperaceae. Estas se encuentran ampliamente 
distribuidas en la región cafetera, a pesar de esto, se desconoce su potencial para 
ser utilizadas como fuente de sustancias biocontroladoras de agentes 
patogénicos, como contra las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli 
que son de difícil manejo clínico y han aumentado su índice de resistencia al uso 
indiscriminado de antibióticos actuales; o de actuar sobre enfermedades que 
afectan directamente el mercado de productos alimenticios como la Sigatoka 
negra que es producida por el hongo Ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
Colombia se caracteriza por ser un país con gran producción agrícola, tiene la 
capacidad de cultivar infinidad de productos, dentro de los cuales se destaca la 
producción de café, plátano, banano, flores, caña, algodón, entre otras. La 
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producción de plátano y banano es una de las actividades económicas más 
importante al producir alrededor de 700 millones de dólares de ganancia por año, 
lo que constituye 3% de las exportaciones totales y el 0.4% de PIB (AUGURA 
2011). Sin embargo, ha bajado su producción debido a la presencia de la Sigatoka 
negra que es altamente destructiva y puede ocasionar pérdidas entre un 50 a un 
100% del rendimiento, afectando de manera notoria la economía del productor 
(Peláez et al., 2006). 
El control de esta enfermedad ha traído no solo consecuencias económicas para 
los cultivadores de plátano y banano, por los altos costos de los fungicidas de 
origen sintético que oscilan alrededor de los 30 millones de dólares en Colombia, 
sino que estos agentes traen asociados grandes efectos secundarios sobre la 
salud además de afectar el medio ambiente e incrementar cada vez más el índice 
de resistencia de este hongo (Peláez et al., 2006; Orozco 1998). 
Por lo anterior, es importante determinar si los extractos de P. pesaresanum y P. 
crassinervium, aportarían una solución a la problemática existente contra los 
agentes patogénicos Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Mycosphaerella 
fijiensis, teniendo en cuenta los antecedentes de efectividad de otras especies del 
género Piper  en diversas actividades biológicas evaluadas. 
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4. OBJETIVOS 
4.1. OBJETIVO GENERAL 
Realizar el estudio fitoquímico de los extractos de las  especies Piper 
crassinervium y Piper pesaresanum (Piperaceae) y determinar la actividad 
bactericida contra  Escherichia coli y Staphylococcus aureus y/o fungicida 
contra  Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
 
4.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Evaluar la actividad antifúngica y antibacteriana in vitro  de los extractos de 
hexano, diclorometano, metanol y metanol–agua (9:1), de la parte aérea de  
P. pesaresanum y P. crassinervium. 
2. Caracterizar a través de la marcha fitoquímica por cromatografía de capa 
delgada (CCD) los metabolitos secundarios presentes en los extractos de 
hexano, diclorometano, metanol y metanol–agua (9:1), de las especies P. 
pesaresanum y P. crassinervium. 
3. Separar el extracto con actividad antifúngica contra Mycosphaerella fijiensis 
Morelet y/o antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 
por cromatografía de columna. 
4. Evaluar la actividad fungicida contra M. fijiensis Morelet y/o bactericida 
contra  E. coli y S. aureus de las fracciones de mayor peso obtenidas  de 
los extractos de hexano, diclorometano, metanol y metanol-agua (9:1) 
activos. 
5. Establecer los perfiles cromatográficos por  HPLC de los extractos de P. 
pesaresanum y P. crassinervium con actividad antifúngica y/o 
antibacteriana. 
  40 
Estudio fitoquímico de P. pesaresanum y P. crassinervium   
5. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1 MATERIALES 
5.1.1 Reactivos 
Los solventes utilizados para la extracción del material vegetal, fueron de grado 
comercial (Carlo Erba). En la marcha fitoquímica se emplearon patrones (Sigma, 
Aldrich, Mallinckrodt, Merck), además de las placas de Sílica gel 60F254 (Merck). 
Para el fraccionamiento de los extractos activos se utilizaron solventes de grado 
analítico (Carlo erba, Mallinckodt) y Sílica gel 60 para cromatografía de columna: 
0.063-0.200 mm de (Merck), para cromatografía de columna flash: 0.040-0.063 
(Merck). Los bioensayos se realizaron utilizando Agar bacteriológico N° 1 (Oxoid), 
Agar Mueller Hinton (Oxoid), Agar PDA (Oxoid), Caldo nutritivo infusión de 
corazón cerebro (Difco), Cefotaxima (Genfar), Bentale (Oupond), las cepas de 
Escherichia coli ATCC # 9637 y Staphylococcus aureus # 6538. 
5.1.2 Materiales y equipos 
En la Tabla 6, se muestran los materiales y equipos utilizados en cada etapa del 
proyecto, especificando la marca, el modelo y el país de origen. Algunos de los 
instrumentos se encuentran disponibles en el laboratorio del grupo de 
Biotecnología – Productos Naturales (GB-PN) de la Universidad Tecnológica de 
Pereira. 
Tabla 6. Materiales  y equipos utilizados. 
Nombre Marca Modelo País 
Autoclave manual All american 25X USA 
Balanza analítica Ohaus Adventure México 
Micropipetas Eppendorf 
0-10, 10-100 y 
100-1000 μL Alemania 
Horno microondas Pannasonic NNS431WL USA 
Incubadora WBT Binder 78532 Alemania 
Material de vidrio Schott Duran   Alemania 
Rotaevaporador Heidolph Laborata 4000 Alemania 
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Continuación Tabla 6. 
Baño María Memmert WBU - 45 Alemania 
Espectrofotómetro Schott XS - 2 Alemania 
Lámpara ultravioleta Entela UL3101-1 USA 
Microscopio Zezz Axiostarplus Alemania 
Refrigerador Whirpool Commercial USA 
Minishaker Ika Works IK-LP-3617000 USA 
Mechero Bunsen   Alemania 
Columnas 
cromatográficas de 
diferentes tamaños Aldrich   Estados unidos 
Espectrómetro de 
Infrarrojo Bruker FT-IR ALPHA Alemania 
Espectrómetro RMN Bruker BioSpin GmbH Alemania 
Equipo LC-MS Agilent 
Serie 1100 ref 
G2710BA Estados Unidos 
Equipo CG-MS Shimadzu QP-2010 plus Japón 
 
5.1.3 Material vegetal 
El material vegetal fue recolectado en las zonas baja y media del Parque Natural 
Regional Ucumarí, ubicado en el departamento de Risaralda y fue clasificado por 
el profesor Francisco Javier Roldán del Herbario de la Universidad de Antioquía 
(HUA).  
Este material fue almacenado en el Laboratorio de Biotecnología-Productos 
Naturales con el código UTP para cada especie. Además, un voucher (código 
FJR) fue  depositado en el herbario de la Universidad de Antioquia (HUA). 
La parte aérea de P. pesaresanum [(UTP 148) (FRJ 3996)] fue recolectada con las 
coordenadas N 04° 42’ 24,1’’ y W 075° 32’ 53,0’’; a una altura de 2020 msnm. Las 
coordenadas donde se recolectó P. crassinervium [(UTP 167) (FRJ 4021)] fueron 
N 04° 42’ 25,7’’ y W 075°32’ 53,0’’; a una altura de 2063 msnm.  
Para los bioensayos de actividad antifúngica se emplearon muestras de hojas de 
plátano afectadas por Sigatoka Negra recolectadas en el sector denominado Finca 
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Montañita (Quimbaya, Quindío), en los estadios 5 y 6 de la enfermedad 
(Belalcázar, 1991) 
5.2 MÉTODOS 
5.2.1 Extracción del material vegetal 
Se extrajeron 557 g de material vegetal de P. pesaresanum y 584.5 g P. 
crassinervium por el método de maceración pasiva a temperatura ambiente con 
los solventes hexano, diclorometano y metanol seguido por la  extracción en un 
equipo Soxhlet con metanol–agua (9:1); cada uno de los extractos fue 
concentrado en rotaevaporador a presión reducida a 45°C; posteriormente, se  
secaron a 50°C en baño maría y se almacenaron a una temperatura de -10°C para 
su uso posterior en la evaluación de las actividades antifúngica y antibacteriana 
(Niño et al., 2006). 
5.2.2 Caracterización fitoquímica de los extractos por cromatografía de capa 
delgada (CCD). 
Con el propósito de caracterizar los metabolitos secundarios presentes en los 
extractos se realizó la marcha fitoquímica por CCD utilizando placas de Sílica Gel 
60 F254, de acuerdo a la metodología propuesta por Wagner and Bladt, (1996), 
comparando las características de sus manchas, con las de patrones, al revelar 
las placas con luz UV de longitudes de onda corta (λ= 254nm) y larga (λ= 380 nm), 
luego, fueron tratados con un revelador específico para cada metabolito 
secundario analizado; por ejemplo, para analizar alcaloides se utilizó el reactivo de 
Dragendorff como revelador químico y quinina como patrón. Los reveladores y 
patrones de los grupos fitoquímicos identificados, se especifican en la Tabla 7. Las 
cromatoplacas de los extractos de hexano, fueron eluídas con el sistema hexano–
acetato de etilo (7:3); mientras que, las de los extractos de DCM, MeOH y MeOH-
H2O (9:1) se eluyeron con el sistema hexano-acetato de etilo-metanol (7:2.5:0.5). 
Este procedimiento se realizó por duplicado.  
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Tabla 7. Patrones y reveladores empleados en la marcha fitoquímica por CCD 
GRUPO 
FITOQUÍMICO 
PATRÓN 
REVELADOR 
QUÍMICO 
CARACTERÍSTICA DE 
LA MANCHA 
Alcaloides y 
Heterociclos  
Quinina Dragendorff Naranja brillante o Marron. 
Terpenos y 
esteroides 
Lanosterol Libermann – Burchard 
Verde, rojas, amarillas, 
positivas para esteroides y 
azules verdosas positivas 
para terpenos. 
Fenoles Catecol Cloruro férrico Azul oscuro 
Flavonoides Kaempferol Tricloruro de aluminio 
Fluorescencias azules 
intensas 
Taninos 
Ácido gálico y 
Ácido tánico 
Cloruro férrico Manchas azules oscuras 
Lactonas Cumarina 
Cloruro de 
hidroxilamina 
Café oscuro 
Cumarinas Cumarina 
Hidróxido de potasio 
al 5% en metanol. 
Manchas azules intensas 
Saponinas Diosgenina 
Ácido sulfúrico al 10% 
en etanol absoluto. 
Inicialmente se ven de un 
color rosa pálido y luego 
se tornan de color café al 
paso del tiempo. 
Amidas Formamida 
Cloruro de 
hidroxilamina 
Color morado 
 
5.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 
La actividad antibacteriana de los extractos de P. pesaresanum y P. crassinervium 
se evaluó por el método de difusión en pozos descrito en el Anexo 1 (Ríos et al., 
1988), contra las bacterias Escherichia coli (ATCC 9637) y Staphylococcus aureus 
(ATCC 6538), las cuales se activaron siguiendo el protocolo descrito en el Anexo 
2. 
Los extractos fueron evaluados a las concentraciones de 4000 mg/L, en el pozo A, 
2000 mg/L  en el pozo B, 1000 mg/L en el pozo C, 500 mg/L en el pozo D y 250 
mg/L en el pozo E. Como control positivo (+), se utilizó Cefotaxima a 250 mg/L y 
para el control negativo (-) se empleó el sistema de solventes con el cual se 
preparó la solución evaluada de mayor concentración (4000 mg/L), este varió 
dependiendo del extracto evaluado tal como se presenta en la Tabla 8 y cuya 
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composición no afectó el crecimiento de dichas bacterias. La distribución de las 
concentraciones y controles en las cajas de Petri, se realizó de la forma como se 
muestra en la Figura 7.  
La evaluación se hizo por triplicado y cada ensayo se repitió dos veces en días 
diferentes para verificar la reproducibilidad del método. 
Tabla 8. Controles negativos para la evaluación de actividad antibacteriana 
Extracto Control negativo 
Hexano Etanol–Dimetilsulfóxido (60:40) 
Diclorometano Etanol absoluto 
Metanol Agua–Etanol (7:3) 
Metanol-Agua (9:1) Agua–Etanol (7:3) 
 
 
Figura 7.  Distribución de las diferentes concentraciones de los extractos y 
controles por el método de difusión de pozos 
Las fracciones de los extractos activos, se evaluaron a las concentraciones de 
1000 mg/L en el pozo A, 500 mg/L en el pozo B, 250 mg/L en el pozo C, 75 mg/L 
en el pozo D y 62.5 mg/L en el pozo E, utilizando los mismos controles y 
distribución de los pozos empleados en la evaluación de los extractos. 
Con los extractos y fracciones que presentaron actividad antibacteriana, se 
determinó el valor de la concentración media inhibitoria o antibacteriana (IC50), el 
cual se  calculó por la extrapolación en la gráfica de logaritmo en base 10 de las 
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concentraciones evaluadas contra el porcentaje de inhibición, el cual se calculó 
con la siguiente ecuación (Cruz et al., 2010):  
 
%de inhibición=
Promedio halo del Control (+) – Promedio halo de inhibición del extracto 
Promedio  de halos del control (+)
X100  (1) 
 
Teniendo en cuenta la ecuación de la línea recta, se determinó la concentración 
con la cual se presentó el 50% de inhibición de la población bacteriana; además, 
se obtuvo el grado de dependencia del porcentaje de inhibición respecto a la 
concentración evaluada, representado por el coeficiente de correlación (R2) (Cruz 
et al., 2010; Guillemusa et al., 2010).  
 
5.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 
 
La evaluación de la actividad antifúngica contra el hongo Ascomiceto M. fijiensis 
de los extractos de P. pesaresanum  y  P. crassinervium, se realizó  por los 
métodos de elongación del tubo germinativo para la fase sexual y decrecimiento 
radial para la fase asexual. 
5.4.1  Método de elongación del tubo germinativo 
En el ensayo se emplearon trozos de hojas infectada con Sigatoka negra en los 
estadios 5 y 6, grapados sobre discos de papel Kraft como se muestra en la Figura 
8-A, los cuales fueron envueltos en toallas húmedas y almacenados en cámara 
húmeda dentro de una bolsa con sello hermético mantenidos a temperatura 
ambiente durante 48 horas antes de cada ensayo como se muestra en la Figura 8-
B (González, 1975; Du Pont, 1980). 
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Figura 8. A Discos con hojas infectadas con Sigatoka negra. B Cámara húmeda. 
 
Los extractos fueron evaluados a 1000 mg/L, preparando las soluciones con los 
solventes descritos en la Tabla 9, igualmente utilizados como control negativo, 
puesto que en estudios previos realizados por el Grupo de Biotecnología-
Productos Naturales, se encontró que estas mezclas de solventes en las 
proporciones indicadas, no afectaban el crecimiento del hongo. Como control 
positivo se utilizó una solución de Bentale a 1 mg/L. 
Tabla 9. Controles negativos para la evaluación de la actividad anti-Sigatoka 
negra. 
Extracto Control negativo 
Hexano Etanol – Dimetilsulfóxido (9:1) 
Diclorometano Etanol absoluto 
Metanol Etanol–Agua (6:4) 
Metanol-Agua (9:1) Etanol–Agua (6:4) 
 
Continuo a la cámara húmeda, se realizó la descarga de las ascosporas sobre el 
agar bacteriológico al 2% estéril, envenenado con los extractos y controles positivo 
y negativo, siguiendo el protocolo descrito en la Figura 9. 
 
A B 
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Figura 9. Protocolo para la evaluación de la actividad antifúngica de los extractos 
vegetales sobre el hongo M. fijiensis Morelet, mediante el método de  elongación 
del  tubo germinativo de las ascosporas (Gonzales, 1975; Du Pont, 1980). 
 
Sumergir los discos con Sigatoka en 
agua destilada por 5 minutos 
 
Retirar el exceso de agua sin tocar 
las hojas de plátano infectadas. 
 
Adicionar la cantidad necesaria del 
extracto para que su concentración final 
sea 1000 mg/L a 40 mL de agar al 2% y 
servir en 2 cajas de Petri. De igual 
forma, preparar el control (+) (Benlate 1 
mg/L) y el control (-). Permitir la 
gelificación.  
 
Permitir la descarga de las ascosporas sobre el agar durante 8 a 10 horas 
 
Retirar los discos e incubar a 26°C durante 24 a 48 horas 
 
Determinar el porcentaje de ascosporas con: GN: 
Germinación normal, GD: Germinación deforme, GC: 
Germinación corta  y NG: No germinada 
 
Realizar el conteo de 150 ascosporas en 3 campos 
diferentes distribuidos en las 2 cajas de petri 
correspondientes, con la ayuda de un microscopio bajo 
aumento de 10X  
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5.4.2 Método de crecimiento radial 
Para evaluar la actividad antifúngica contra M. fijiensis, por el método del 
crecimiento radial se requirió un cultivo monospórico  de 14 a 20 días de 
crecimiento, el cual se obtuvo siguiendo el protocolo explicado en la Figura 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Protocolo para el cultivo monospórico (González, 1975; Du Pont, 1980) 
Después del cultivo monospórico se realizó el ensayo de crecimiento radial 
siguiendo el protocolo descrito en la Figura 11. Los extractos fueron evaluados a 
1000 mg/L  en tres cajas de Petri por extracto y  cuatro por control. Todas las 
cajas contenían 600 µL de estreptomicina a 250 mg/L para evitar contaminación 
bacteriana. 
 
 
 
Realizar la descarga de ascosporas sobre agar 
bacteriológico al 3% por 4 horas y posteriormente incubar 
a 26°C por 24 horas 
Transferir la ascospora con un asa fina y sembrarla en un 
tubo de ensayo con agar PDA servido en cuña 
Incubar a temperatura ambiente durante 14-20 días, bajo 
luz continua 
Colectar con la ayuda de un microscopio una ascospora  
aislada con crecimiento normal. 
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Figura 11.  Protocolo para el bioensayo de crecimiento radial (Gonzales, 1975; Du 
Pont, 1980). 
Los resultados del ensayo de crecimiento radial fueron analizados con base en la 
prueba de Kruskal Wallis, realizada en la versión estudiantil del software Infostat 
(2011), con la que se determina la diferencia en el crecimiento radial del hongo M. 
fijiensis por  efecto de los extractos, obteniéndose de esta manera el más activo. 
5.5 SEPARACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS 
5.5.1 Por cromatografía de columna (CC) 
La separación del extracto activo se realizó utilizando las columnas 
cromatográficas descritas en la Tabla 10, preparando la columna según el 
protocolo presentado en el Anexo 3. 
Con pinzas estériles tomar el cultivo monospórico de 14-
20 días incubado y preparar una solución con agua 
seccionando el micelio en varios trozos, agitar la solución 
con ayuda del vortex. 
Adicionar 100 µL de la solución preparada con el micelio 
a 20 mL de agar PDA gelificado que contenga la solución 
de los respectivos extractos o controles 
Esparcir la solución por toda la superficie de la caja de 
Petri con la ayuda de un asa de Hockey 
Incubar a 26 °C en la oscuridad y medir el crecimiento 
radial de 5 colonias diferentes por cada caja de Petri los 
días 7, 9, 12, 15 y 20. 
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Tabla 10. Columnas cromatográficas empleadas. 
Columna 1 2 3 4 
Técnica Flash Flash Gravedad Gravedad 
Diámetro (cm) 8 3,5 1 1 
Altura (cm) 80 60 25 25 
Soporte 
Sílica gel 60 
0.040-0.063 mm 
Sílica gel 60 
0.040-0.063 mm 
Sílica gel 60  
0.063-0.200 mm  
Sílica gel 60 
0.063-0.200 mm 
5.5.2 Cromatografía de capa delgada preparativa (CCD-P) 
La purificación de los compuestos separados se realizó por cromatografía de 
CCD-P siguiendo el protocolo precisado en el Anexo 4, utilizando placas de sílica 
gel de 20x20 cm y 1.5 mm de espesor. Las placas se eluyeron con un sistema de 
elución cloroformo-metanol (80:20) mas el 1% de butanol. Después de la elución 
se observaron las placas con luz UV, Posteriormente, se reveló un pequeño 
segmento de la cromatoplaca con el reactivo de Dragendorff, se realizaron las 
marcas respectivas a cada compuesto y con la ayuda de un bisturí, se retiraron de 
la placa. La separación del compuesto de la Sílica gel, se realizó con el solvente 
en el cual la muestra fuera completamente soluble, en este caso diclorometano 
analítico (Saker et al., 2006). 
5.5.3 Cromatografía de gases (CG) 
El análisis cromatográfico se realizó en un cromatógrafo de gases acoplado a 
espectrometría de masas marca Shimadzu GC-MS QP-2010 plus. El cual estaba 
equipado con un autoinyector AOC-20i, automuestreador  AOC-20s, controlado 
por un software GC-MS solution. Se empleó una columna RTX-5Sil MS Marca 
Restek de 30 m de largo, 0,25 mm de diámetro y 0,25 µm de espesor. Las 
condiciones de separación empleadas fueron: temperatura de horno de 50°C, 
temperatura de inyección de 230°C, modo de inyección Split, presión de 88.3 KPa, 
flujo de columna 1.5 mL/min, con temperatura de ionización de 260°C y de 
interfase 280°C. 
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5.5.4 Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 
Los perfiles cromatográficos de los extractos de diclorometano y metanol de Piper 
pesaresanum por HPLC se realizaron en el equipo Agilent de la serie 1100 
referencia G2710BA siguiendo el método para la identificación de amidas en Piper 
nigrum, P. guineense y P. tuberculatum, con el cual se identificaron los 
compuestos con un detector UV/VIS a las longitudes de onda (λ) de 205,4 y 340,4 
nm; además para la identificación de compuestos fenólicos se programaron a 
254,4 y 280,4 nm; se empleó como fase móvil un sistema binario en gradiente de 
acetonitrilo y agua, comenzando con un 30% de agua, aumentando hasta el  70% 
en 10 minutos, al  90% a los 12 minutos y el 100% de agua en 15 min. Las 
muestras se inyectaron a 2 µL y el flujo fue de 0.4 mL/min (Scott et al., 2005). Se 
utilizó una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 de tamaño 4,6 x 150 mm y 5 µm.  
5.6 ANÁLISIS ESPECTROSCÓPICO. 
5.6.1 Espectroscopía de Infrarrojo 
Los espectros de IR se tomaron en el espectrómetro portátil FT-IR ALPHA de 
marca Bruker, el cual, opera con el software OPUS 2011 para el manejo de 
señales. 
5.6.2 Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear 
Los RMN-1H y COSY 1H-1H, fueron tomados en el equipo Bruker BioSpin GmbH 
de 300 Hz, operado por el software Topspin, en CDCl3. Los espectros obtenidos 
fueron analizados en el software Mestrelab Research S. L (versión: 6.0.2-5475). 
5.6.3 Espectrometría de masas 
Los espectros de masas se tomaron luego de la cromatografía líquida, siguiendo 
el método propuesto por Scott et al., (2005), en el que se realizó una ionización 
química a presión atmosférica (APCI) en modo positivo operado con las siguientes 
condiciones: Rango de masas 100 a 370 m/z, tamaño de paso 0.1, temperatura de 
ionización de 300 a 350° y de vaporización 400 a 500°C, tensión capilar 3000 V.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En la Figura 12, se resumen las etapas desarrolladas para realizar el estudio 
fitoquímico y actividad biológica de P. pesaresanum y P. crassinervium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Etapas desarrolladas durante el estudio fitoquímico y la actividad 
biológica de P. pesaresanum y P. crassinervium. 
6.1 EXTRACCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL 
En la Tabla 11 se presenta la cantidad de material vegetal extraído de Piper 
pesaresanum y Piper crassinervium, así como la masa obtenida de cada extracto 
con su porcentaje de extracción, lo cual fue la adecuada para realizar el 
reconocimiento de los núcleos fitoquímicos; así como la evaluación de las 
OBTENCIÓN DE LOS 
EXTRACTOS DE HEXANO, 
DICLOROMETANO, METANOL, 
METANOL-AGUA (9:1) 
CARACTERIZACIÓN 
FITOQUÍMICA 
ACTIVIDAD 
ANTIBACTERIANA 
ACTIVIDAD 
ANTIFÚNGICA 
SEPARACIONES CROMATOGRÁFICAS 
DE METABOLITOS SECUNDARIOS 
EXTRACTOS ACTIVOS 
IDENTIFICACIÓN ESTRUCTURAL 
IR, RMN, EM 
 
 
ANÁLISIS DE HPLC-MS 
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actividades biológicas y la separación cromatográfica de los metabolitos 
secundarios. 
Tabla 11. Extracción del material vegetal de P. pesaresanum y P. crassinervium 
Especie 
Material 
vegetal 
extraído (g) 
Extractos obtenidos 
Hexano Diclorometano Metanol Metanol-agua (9:1) 
m (g) % m (g) % m (g) % m (g) % 
Piper 
pesaresanum 
557 21.1873 3.80 14.5635 2.62 39.0898 7.02 26.0255 4.67 
Piper 
crassinervium 
584.5 5.9073 0.99 33.2827 5.69 53.5697 9.17 28.7667 4.92 
 
6.2 CARACTERIZACIÓN FITOQUÍMICA 
Los resultados de la marcha fitoquímica, se resumen en la Tabla 12, en la que se 
indica la abundancia, presencia, o ausencia, de los metabolitos secundarios 
analizados de cada extracto. La marcha fitoquímica completa se encuentra en el  
Anexo 5. 
Tabla 12. Caracterización fitoquímica por cromatografía de capa delgada de los 
extractos de P. pesaresanum y P. crassinervium 
 
De la caracterización fitoquímica de los extractos de hexano y diclorometano de P. 
pesaresanum, se resalta la abundancia de alcaloides y amidas.  Diferentes 
especies pertenecientes al género Piper, se han caracterizado por contener 
metabolitos secundarios, asociados a estos dos núcleos fitoquímicos; además, 
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Hexano + + - + ++ ++ + + +
Diclorometano - - + ++ ++ + + - -
Metanol - + + + ++ - + ++ ++
Metanol - Agua (9:1) - - + + + - ++ - +
Hexano ++ + + + ++ ++ + ++ +
Diclorometano ++ - + + ++ + - ++ +
Metanol - + + ++ ++ + - ++ -
Metanol - Agua (9:1) - - + - + + + ++ -
 (-) Ausente; (+) Presente; (++) Abundante
Nombre científico         
Voucher N° FJR
Extracto
Metabolitos secundarios analizados
Piper crassinervium       
FJR 4021 
Piper pesaresanum        
FJR 3996 
  54 
Estudio fitoquímico de P. pesaresanum y P. crassinervium   
para las especies que los poseen, se ha determinado actividad biológica potencial 
contra diferentes microorganismos (Parmar et al., 1997). 
Por ejemplo, se determinó que pipernonalina, una amida presente en el extracto 
metanólico P. Longum, es la responsable de que esta especie sea activa contra el 
mosquito Aedes aegypti con un IC50 de 0.25 mg/L, su estructura se muestra en la  
Figura 13; además, fue activa in vivo contra el hongo Puccinia recondita a 
concentraciones de 0.5 y 0.25 mg/L con un 91 y 80% con relación a los controles 
positivos empleados clorotalonil, diclofluanida y mancozeb (Yang et al., 2002; Lee 
et al., 2001). 
De igual manera, en el extracto de acetato de etilo de P. laetispicum se 
identificaron las amidas leatispiamida A y B y laetispicina, las cuales presentaron 
actividad antidepresiva y analgésica a dosis de 60 mg/kg y 30 mg/kg, 
respectivamente (Xie et al., 2011). Por ello, es importante valorar la presencia de 
estos tipos de compuestos en el extracto de diclorometano de P. pesaresanum. 
Las estructuras del las amidas identificadas en las especies del género Piper 
mencionadas se muestran en la Figura 13. 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Estructuras químicas de los compuestos Pipernonalina,  
Chingchinenamida, Leatispiamida A, Leatispiamida B, Laetispicina y Guineensina 
(Lee et al., 2001; Xie et al., 2011). 
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En la literatura se ha encontrado que en el género Piper son abundantes los 
flavonoides, flavononas y chalconas (Parmar et al., 1997), en este estudio se 
observó que los flavonoides fueron relevantes en los ocho extractos analizados. 
En P. crassinervium se ha logrado aislar isosakuranetina (5,7-dihidroxi-40-
metoxiflavanona) y sakuranetina (5,40-dihidroxi-7-metoxiflavanona), cuyas 
estructuras se presentan en la Figura 14, los cuales dieron actividad contra 
Trypanosoma cruzi con IC50 de 119.6 y 111.7 mg/L, respectivamente (López et al., 
2008; Portet et al., 2008). 
 
 
 
 
 
Figura 14. Flavonoides: Flavononas aislados de Piper crassinervium (López et al., 
2008) 
En este trabajo se demostró la abundacia en compuestos fenólicos en los 
extractos de P. pesaresanum y P. crassinervium, los cuales se encuentran en las 
especies del género Piper  dentro de las que se han aislado e identificado varios 
propenilfenoles con actividades biológicas promisorias; por ejemplo, el eugenol fue 
aislado de P. betle el cual, es el responsable de la actividad antifúngica contra 
Aspergillus flavus; además, se encontró la presencia de pseudodilapiol conocido 
por su fuerte actividad antimicrobiana (Parmar et al., 1997). 
La presencia de compuestos fenólicos han otorgado propiedades antioxidantes a 
varias especies del género Piper, tal es el caso de P. angustifolium, donde se 
determinó que era la especie con mayor cantidad de compuestos fenólicos dentro 
de una variedad de especies medicinales de América Latina; por lo cual, se 
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concluyó que esta especie, inhibió la producción de enzimas de interés para la 
hiperglucemia e hipertensión (Ranilla et al., 2010). 
6.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 
La evaluación de la actividad antibacteriana contra Escherichia coli (ATCC 9637) 
se encuentran en el Anexo 6, dado que ninguno de los extractos de hexano, 
diclorometano, metanol y metanol-agua (9:1) de P. pesaresanum ni de P. 
crassinervium evaluados a 4000, 2000, 1000, 500 y 250 mg/L inhibieron esta 
bacteria. Este resultado correlaciona con los obtenidos por el aceite esencial de P. 
lanceafolium  el cual no mostró actividad contra E. coli; sin embargo, el extracto 
metanólico de las hojas de esta especie a pesar de no ser activo contra E. coli si lo 
fue contra Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecalis  y 
Bacillus subtilis  (Benitez et al., 2009; López et al., 2001).  
La actividad antibacteriana insuficiente contra E. coli presentados por los 
diferentes extractos de las especies del género Piper evaluadas, puede deberse a 
que los metabolitos secundarios presentes en estas, no lograron entrar al 
citoplasma bacteriano e inhibir su crecimiento, debido a la composición química de 
la pared celular es difícil de penetrar por determinados compuestos (Madigan et 
al., 2003).  
Sin embargo, hay otros metabolitos secundarios que al logran incorporarse, al 
interior de la bacteria, ejercen un efecto inhibitorio; tal como el caso tal del ácido 3-
farnesil-2-hidroxibenzoico presente en el extracto de diclorometano y metanol de 
hojas de P. multiplinervium; el mismo extracto, fue activo contra Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans, 
Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori a la concentración de 100 mg/L 
(Ruegg et al., 2006). 
Los extractos de hexano, diclorometano, metanol y metanol-agua (9:1) de P. 
crassinervium, no mostraron halos de inhibición contra S. aureus (ATCC 6538), los 
resultados se presentan en el Anexo 6. 
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En la Tabla 13 se observó que el extracto de diclorometano de P. pesaresanum,  
presentó actividad antibacteriana contra S. aureus, mostrando inhibición en cuatro 
de las concentraciones evaluadas; los demás extractos no fueron activos contra 
este microorganismo.  
Tabla13. Actividad antibacteriana contra S. aureus  de P. pesaresanum 
Hex = Hexano, DCM = Diclorometano, MeOH = Metanol, MeOH-H2O (9:1) = 
Metanol-agua; 1, 2, 3 corresponde al número de cajas utilizadas por extracto; A, 
B, C, D, E, está relacionado con las concentraciones empleadas de cada extracto 
a 4000, 2000, 1000, 500 y 250 mg/L respectivamente. (Cp) = Control positivo: 
Cefotaxima a 250 mg/L. (X) No presentó halo de inhibición. 
Con el porcentaje de inhibición y el cálculo del logaritmo en base 10 de la 
concentración evaluada se construyó el gráfico de la Figura 15, la cual mostró una 
recta con pendiente positiva, con el valor del coeficiente de correlación R² de 
0.9923 (Guilleumas et al., 2010). 
A B C D E (Cp) A B C D E (Cp)
1 13 X X X X 19 14 10 X X X 15
2 13 X X X X 18 14 10 X X X 13
3 X X X X X 18 13 11 X X X 18
1 13 12 10 9 X 16 13 11 9 X X 17
2 12 11 10 8 X 17 15 14 11 X X 15
3 13 12 10 9 X 18 13 11 9 7 X 16
1 X X X X X 13 X X X X X 16
2 X X X X X 15 X X X X X 16
3 X X X X X 17 X X X X X 17
1 X X X X X 15 X X X X X 15
2 X X X X X 16 X X X X X 15
3 X X X X X 14 X X X X X 15
Halos de inhibición en mm de los extractos de P. pesaresanum contra  S. aureus
Extracto Caja
Bioensayo 1 Bioensayo 2
DCM
MeOH
MeOH - H2O 
(9:1)
Hex
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Figura 15. Regresión lineal para el cálculo del IC50 del extracto de diclorometano 
de P. pesaresanum contra S. aureus 
Con la extrapolación de la recta de la Figura 15, se calculó la concentración media 
inhibitoria (IC50) de la siguiente forma: 
 Con la ecuación de la recta: Y=38,563X-52,967 
Se determinó el valor de X igualando Y a 50% 
x=
102,967
38,563
 = 2,6701 
Con el valor de  X= 2,6701 se determinó el antilogaritmo y se obtuvo que el IC50 
para el extracto de diclorometano de P. pesaresanum fue de 468,84 mg/L (Cruz et 
al., 2010). 
Con este dato, se concluyó que este extracto tuvo una actividad antibacteriana 
moderada contra S. aureus, al encontrarse la concentración media inhibitoria entre 
los 500 y 100 mg/L. Esta actividad biológica posiblemente se deba a la presencia 
de alcaloides y amidas, presentes en este extracto. 
y = 38.563x - 52.967
R² = 0.9923
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Existen estudios de diferentes especies del género Piper que han mostrado 
actividad antibacteriana contra S. aureus; por ejemplo, los extractos etanólico y 
acuoso de Piper aduncum mostraron una concentración mínima inhibitoria (MIC) 
de 16 y 32 mg/L respectivamente; así mismo, el extracto de acetato de etilo de 
Piper porphyrophyllum presentó un MIC de 62,5 mg/L.  A pesar de conocer 
actividad contra S. aureus en otras especies del género Piper,  no es posible 
comparar sus resultados con los obtenidos por el extracto de diclorometano de  P. 
pesaresanum, puesto que el criterio de evaluación es diferente; sin embargo, es 
importante destacar que este extracto mostró inhibición contra S. aureus,  por lo 
tanto los metabolitos secundarios presentes en éste inhiben el desarrollo de esta 
bacteria. (López et al., 2001; Bussmann et al., 2010; Ahmad et  al., 2011; Ruegg et 
al., 2006) 
6.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA CONTRA Mycosphaerella 
fijiensis 
6.4.1 Método de elongación del tubo germinativo 
En la evaluación de esta actividad, se observaron los distintos tipos de 
germinación que presentan las ascosporas del hongo M. fijiensis durante la fase 
de reproducción sexual. Los tipos de germinación observados, se muestran en la 
Figura 16, la cual está dividida en cuatro partes. 
 
 
 
 
 
Figura 16. Tipos de germinación M. fijiensis. A) Germinación normal B) No 
germinados C) Germinación corta y D) Germinación deforme (Du Pont, 1980) 
  
A B 
C D 
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En la Figura 17, se resalta que el extracto de metanol-agua (9:1) mostró 
germinación normal en un 97,3%; de igual manera germinaron las ascosporas con 
los extractos de metanol y diclorometano con un porcentaje de 75% para ambos 
extractos. El extracto de hexano mostró una germinación deforme en un 50%. De 
lo anterior, se concluyó que los extractos de P. crassinervium, no mostraron 
actividad contundente contra la germinación de ascosporas M. fijiensis. Los 
resultados de la evaluación completa se encuentran en el Anexo 7. 
 
Figura 17. Porcentaje de inhibición de los extractos de P. crassinervium (Pc) en el 
ensayo de elongación del tubo germinativo (GN: Germinación normal, GD: 
Germinación deforme, GC: Germinación corta, NG: No germinada) (Du Pont, 1980). 
La evaluación de la actividad antifúngica en la fase sexual,  para los extractos de 
P. pesaresanum  se muestran en la Figura 18, en la cual se resalta que el extracto 
de  metanol inhibió en un 100% de la germinación de las ascosporas de M. 
fijiensis; siendo estos resultados similares a los evidenciados por el extracto 
metanólico de Topobea cf discolor (Melastomataceae) en ensayos realizados en  
igualdad de condiciones (Mosquera et al., 2009). Además, el extracto de 
diclorometano mostró un porcentaje de ascosporas no germinadas del 96%. El 
extracto metanol-agua (9:1) produjo un 93,3% de germinación deforme; mientras 
que el extracto de hexano no tuvo un efecto relevante sobre el tipo de germinación 
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de las ascosporas de M. fijiensis, puesto que los porcentajes de germinación corta 
(36.15%), deforme (29.65%)  y no germinados (25.20%) fueron muy cercanos. 
 
Figura 18. Porcentaje de inhibición de los extractos de P. pesaresanum (Pp) en el 
ensayo de elongación del tubo germinativo (GN: Germinación normal, GD: 
Germinación deforme, GC: Germinación corta, NG: No germinada). 
Según la caracterización fitoquímica resumida en la Tabla 12, se observó que el 
extracto metanólico de P. pesaresanum tuvo presencia alta de flavonoides y otros 
compuestos fenólicos; por el contrario, en el extracto de diclorometano de esta 
misma especie predominaron los alcaloides, siendo estos la causa de la acción 
inhibitoria de ambos extractos. 
 
6.4.2  Método del crecimiento radial 
Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis de este método se presentan en el 
Anexo 8. De este, se dedujo que el extracto de diclorometano de P. crassinervium, 
inhibió el crecimiento radial de M. fijiensis en la fase asexual en un  60% como se 
muestra en la Figura 19; por consiguiente este extracto se podría considerar como 
un biocontrolador (Cruzat et al., 2008), puesto que no impidió el crecimiento radial 
total del micelio de M. fijiensis permitiendo el crecimiento de algunas colonias del 
hongo pequeñas, pero normales. 
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Figura 19. Efecto de los extractos de P. crassinervium sobre el crecimiento radial 
del micelio de M. fijiensis en el día 20. (Las barras corresponden al error estándar). 
 
En la Figura 20-A, se presenta el crecimiento radial normal de M. fijiensis, 
mostrado por los extractos de metanol-agua (9:1) de P. pesaresanum; en 
contraste, en la Figura 20-B, se muestra el efecto del extracto de hexano de esta 
misma especie el cual presentó un 100% de inhibición del crecimiento radial del 
micelio del hongo.  
 
 
 
 
 
Figura 20. Descripción del efecto de extractos sobre el crecimiento radial del 
hongo M. fijiensis A Crecimiento radial normal de M. fijiensis. B Inhibición del 
100% del crecimiento radial. 
 
A B 
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En la Figura 21, se muestran los resultados de la prueba de Kruskal Wallis de los 
extractos de P. pesaresanum, en la cual se observó que en el extracto de hexano, 
no permitió crecimiento de M. fijiensis en su fase asexual. Estos resultados 
mostraron igual comportamiento que los encontrados en la literatura para el 
extracto etanólico de Syzygium aromaticum (Myrtaceae) (Riveros et al., 2003) 
 
Figura 21. Efecto de los extracto de P. pesaresanum sobre el crecimiento radial 
del micelio de M. fijiensis en el día 20. (Las barras corresponden al error estándar) 
Comparando los resultados de la actividad antifúngica de las dos especies 
estudiadas, se encontró que P. pesaresanum fue la más activa, puesto que el 
extracto de metanol inhibió el 100% la germinación de las ascosporas en la fase 
sexual de M. fijiensis; mientras que el extracto de diclorometano de la misma 
especie presentó un 96% de ascosporas no germinadas. Además, el extracto de 
hexano mostró un 100% de inhibición  en el crecimiento radial de la fase asexual  
del hongo. Siendo una especie con actividad biológica promisoria en el control de 
M. fijiensis.  
Con lo anterior, se puede concluir, que los metabolitos secundarios presentes en 
los extractos de hexano, diclorometano y metanol de P. pesaresanum, podrían ser 
considerados como agentes antifúngicos promisorios contra el hongo ascomiceto 
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M. fijiensis como lo fueron el extracto de cascarilla de arroz con el 95% de 
inhibición en la reproducción sexual y el extracto acuoso de Melaleuca alternifolia 
(Myrtaceae) con un 100% de inhibición en las dos fases de reproducción, de la 
cual ya existe un biopreparado comercial efectivo para el control de la Sigatoka 
negra en plátano y banano (Abiala et al., 2011; Stockton, 2010). 
Debido a los resultados pobres de la actividad antibacteriana evaluada por el 
método de difusión en pozos contra E. coli y S. aureus además de la actividad 
antifúngica contra M. fijiensis de los extractos de P. crassinervium analizados, este 
estudio se enfocó en el análisis de los metabolitos secundarios de P. 
pesaresanum, separando dicho extracto por cromatografía de columna y otras 
técnicas cromatográficas y finalmente realizar un análisis estructural los 
compuestos aislados. 
6.5 Resultados del análisis HPLC-MS para los extractos activos  de 
diclorometano y metanol de Piper pesaresanum 
Los cromatogramas completos obtenidos de la separación de compuestos de 
diclorometano y metanol por HPLC-MS a diferentes longitudes de onda 
analizadas, se muestran en el Anexo 9 y el TIC se presenta en el Anexo 10; 
además, la inferencia del tipo de compuestos que se encuentran en estos 
extractos se encuentra en el Anexo 11. 
El extracto de diclorometano al ser inyectado en el HPLC-MS mostró 11 señales a 
205.4 nm y 3 señales a 340 nm, que fueron las longitudes de onda seleccionadas 
en la búsqueda e identificación de amidas insaturadas en especies del género 
Piper, siguiendo la metodología propuesta por Scott et al., (2005) y cuyos 
resultados se muestran en la Tabla 14. 
Los cromatogramas de HPLC obtenidos para los extractos de diclorometano y 
metanol de Piper pesaresanum, presentaron un compuesto común alrededor de 
12.3 minutos, en las cuatro longitudes de onda analizadas. Como se muestra en la 
Tabla 15, los fragmentos que se presentan en cada longitud de onda son muy 
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similares, por lo cual se analizó un solo espectro en el cual se presentaron todos 
los fragmentos de manera clara y con una buena intensidad. Este análisis se 
encuentra en la Figura 22, en la que se presenta la estructura posible de dicho 
compuesto, además de los fragmentos más estables. 
Tabla 14. Tiempo de retención, estructura y espectro de masas para Piperamidas 
identificadas usando la metodología HPLC-DAD y APCI-MS  
Especie 
donde se 
encuentra 
Piperamida 
tr 
(min) 
Estructura 
Espectro de masas 
M
+
 m/z (Int rel) 
P. 
tuberculatum 
Pellitorina 6.00 O
CH3
CH3
NHCH3
 
 
 
223.1(10);182.0(10);18
1.1 (100) 
P. guinense Piperilina 6.20 
O
O
O
N
 
273.1(15); 
272.1(100);201.0(40); 
135.0(10) 
P. guinense y 
P. 
tuberculatum 
4,5-
dihidropiperlonguminina 
6.87 
O
O
O
NH
CH3
CH3
 
277.1(15); 276.1(100); 
135.0(45) 
P. longum Piperlonguminina 7.02 
O
O
O
NH
CH3
CH3
 
275.1(15); 274(100); 
201.0(40); 135.0(25) 
P. nigrum 4,5-dihidropiperina 7.48 
O
N
O
O
 
289.1(18);288.1(100);1
35.0(10) 
P. nigrum Piperina 7.73 
O
O
O
N
 
287.1(20;)286.1(100);2
01.0(35);135.0(5) 
P. nigrum Pipercida 12.12 
H
O
O
O
N
CH3
CH3
 
357.1 (25); 356.1 
(100); 255.1 (10); 
234.1(5); 135.0(25) 
 
Dentro de las piperamidas mostradas en la Tabla 14, se observó que la pipercida 
tiene un tiempo de retención de 12.12 minutos; además esta amida, absorbe con 
mayor intensidad a 205 nm y tiene un peso molécular de 356.1 m/z en el que se 
presentó su pico base, en este mismo espectro se encontraron fragmentos 
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estables en 255.1 (10) y 135,0 (25) m/z, los cuales son los más cercanos a los 
mostrados por el compuesto de los extractos de metanol y diclorometano de Piper 
pesaresanum como se vio en la Tabla 15, con la diferencia que el pico base en 
todos los espectros de las muestras analizadas, se encontró en el 122.0 m/z. 
Tabla 15. Resultados de los extractos de metanol y diclorometano de P. 
pesaresanum 
ʎ (nm) Tr (min) UV (nm) m/z 
Extracto de Metanol 
205 12.304 258.564 355.1(10);235.1(20);164,0(20);140.1 (48); 122.0 (100) 
254 12.305 222.238 346.1 (10); 151.0 (20); 138.1 (50); 122.0 (100) 
280 12.304 258.267 355.1(10);235.0(20); 164,0(20);140.0 (50); 122.0(100) 
340 12.125 258.236 355.1 (10); 235.0 (25); 164,0(20) 136.0(48); 122.0 (100) 
racto de diclorometano 
205 12.324 258.657 355.1 (10); 235.0(20); 164,0(20)140.0(50); 122.0(100) 
254 12.324 258.302 355.1 (10); 235.0(20); 164,0(20)140.0(50); 122.0(100) 
280 12.324 258.309 355.1 (10); 235.0(20); 164,0(20)140.0(50); 122.0(100) 
340 12.324 258.897 355.1 (10); 235.0(20); 164,0(20) 140.0(50); 122.0(100) 
 
 
 
 
 
Figura 22. Espectro de masas obtenido por HPLC-MS del compuesto común para 
los extractos de diclorometano y metanol de P.pesaresanum 
O
O
 
122 m/z 1,3-
benzodioxol 
163 m/z 
355  m/z 
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O
O
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N
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O
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Con la información proporcionada por el espectro de masas de la Figura 22 y 
teniendo en cuenta las características estructurales de las amidas insaturadas que 
presentan las especies del género Piper, se propuso la estructura de la Figura 23 
para el compuesto presente en los extractos de diclorometano y metanol de P. 
pesaresanum,  la cual corresponde a la fórmula molecular de C21H25NO4. El 
fragmento más estable del espectro corresponde al 1,3-bezodioxol, puesto que en 
este presenta la mayor intensidad. Además se puede identificar que en esta 
molécula sufrió rearreglos de McLafferty, dada la presencia de fragmentos de 
agua los cuales pueden ser el producto del fraccionamiento del grupo metoxilo 
(Silverstein et al., 1998). 
 
 
 
 
Figura 23. Posible estructura del compuesto presente en los extractos de metanol 
y diclorometano de P. pesaresanum. 
La estructura de la Figura 23, es tentativa, puesto que no fue posible elucidar 
completamente la estructura, dado que se necesitó el aporte de otras técnicas 
instrumentales; sin embargo, esta estructura es un acercamiento a un tipo de 
piperamida presente en Piper pesaresanum y este tipo de núcleo fitoquímico es 
abundante en la mayoría de especies del género Piper que han mostrado 
actividad biológica principalmente como antifúngicos y antibacterianos. 
CH3
O
O
O
O
N
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6.6 RESULTADOS DE LA SEPARACIÓN DEL EXTRACTO DE 
DICLOROMETANO DE P. pesaresanum 
6.6.1 Cromatografía de columna del extracto de diclorometano de P. 
pesaresanum 
Durante el desarrollo de este estudio se realizaron 4 columnas cromatográficas en 
busca de los compuestos del extracto de diclorometano de P. pesaresanum que 
mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus. Los resultados se resumen 
en la Tabla 16. 
Tabla 16. Cromatografía de columna del extracto de diclorometano de P. 
pesaresanum. 
Columna 
 
 
Columna 1 
 
 
Columna 2 
 
 
Columna 3 
 
 
Columna 4 
 
Muestra DCM-Pp DCM-Pp-10 DCM-Pp-11 DCM-Pp-10-9 
Cantidad de muestra (g) 6,9989 0,4587 0,0900 0,0633 
Cantidad de soporte (g) 140 6,8095 4,7856 4,9875 
Proporción Muestra/Soporte 1/20 1/15 1/53 1/79 
Sistema de elución 
Gradiente de 
polaridad 
ascendente al 
5%  con 
solventes 
hexano–acetato 
de etilo–metanol 
Gradiente de 
polaridad 
ascendente con 
solventes al 5% 
hexano–acetato 
de etilo–metanol. 
Gradiente al 
10% 
Cloroformo–
metanol 
Gradiente 
ascendente en 
polaridad al 5%  
de 
diclorometano- 
acetato de etilo-
metanol 
Volumen de fracción (mL) 100 50 2 – 3 2 – 3 
Fracciones obtenidas 11 14 8 6 
 
La primera separación del extracto de diclorometano fue en una columna 
cromatográfica flash de de 8 cm de diámetro y 80 cm de alto con un sistema de 
polaridad creciente al 5% con los solventes hexano-acetato de etilo-metanol de la 
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cual se obtuvieron 11 fracciones las cuales, fueron evaluadas contra S. aureus, 
por el método de difusión en pozos a las concentraciones de 1000 mg/L (pozo A), 
500 mg/L (pozo B), 250 mg/L (pozo C), 75 mg/L (pozo D) y 62,5 mg/L (pozo E). 
Los resultados completos de esta evaluación se reportan en el Anexo 12. 
Las fracciones DCM-Pp-9, DCM-Pp-10 y DCM-Pp-11 de dicha columna 
presentaron buena actividad antibacteriana contra S. aureus, dado que sus 
valores de IC50 fueron menores de 100 mg/L; dichos valores se resumen en la 
Tabla 17, en la cual se observó claramente, que las fracciones son mucho más 
activas que el extracto crudo, dado que el valor del IC50 de este fue 468.8 mg/L, 
mientras que la fracción DCM-Pp-11mostró la mayor actividad con IC50 de 22,31 
mg/L, los cálculos para cada fracción se encuentran en los Anexos 13. 
Tabla 17. Resumen de la actividad antibacteriana de P. pesaresanum 
Código IC50 (mg/L) 
DCM-Pp 468,84 
DCM-Pp-9 69,19 
DCM-Pp-10 38,93 
DCM-Pp-11 22,31 
 
6.6.2 Cromatografía de capa delgada preparativa (CCD-P) 
Las placas de realizaron después de determinar el número de compuestos 
presentes en  diferentes fracciones, separados por un sistema  de elución 
adecuado para las muestras con pesos  entre 8.6 y 12.2 mg, para lograr la 
purificación de algún compuesto. En la Tabla 18, se muestran los resultados de las 
tres placas cromatográficas realizadas. 
Tabla 18. Cromatografía de capa delgada preparativa 
Cromatoplaca 1 2 3 
Muestra DCM-Pp-11-4 DCM-Pp-11-8 DCM-Pp-10-9-6 
Sistema de elución 
CHCl3-MeOH (80-
20)+1%ButOH 
CHCl3-MeOH (80-
20)+1%ButOH 
DCM-AcOEt-MeOH 
(60:30:10) 
Cantidad de muestra (mg) 12,2 11.2 8.6 
Fracciones obtenidas 5 5 3 
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Figura 24. Separación por cromatografía de columna y de capa delgada preparativa del 
extracto de diclorometano de P. pesaresanum 
 
525.8 g de Piper pesaresanum  
(Pp) FJR-3996 
21.1873 g Extracto 
de Hexano 
14.5635 g Extracto 
de Diclorometano 
39.0298 g Extracto 
de Metanol 
26.0225 g Extracto de 
Metanol-agua (9:1) 
Columna 1 
Diámetro: 8 cm, Altura: 80 cm, 
Soporte: Sílica gel 
 
DCM-Pp-2 (0.4679 g) 
DCM-Pp-3 (0.8699 g) 
DCM-Pp-4 (0.5402 g) 
DCM-Pp-5 (0.5128 g) 
DCM-Pp-6 (0.9539 g) 
DCM-Pp-7 (0.8633 g) 
DCM-Pp-8 (0.0460 g) 
DCM-Pp-9 (0.1631 g) 
DCM-Pp-10(0.5505 g) 
DCM-Pp-11 (0.3862 g) 
 
 
 
 
 
 
DCM-Pp-10 (0.5505 g) 
 
 
 
 
Columna 2 
Diámetro: 3.5 cm, 
Altura: 60 cm 
Soporte: Sílica gel 
 
DCM-Pp-10-2 (39.5 mg) 
DCM-Pp-10-3 (44.6 mg) 
DCM-Pp-10-4 (60.4 mg) 
DCM-Pp-10-5 (90.6 mg) 
DCM-Pp-10-6 (19.2 mg) 
DCM-Pp-10-7 (14.4 mg) 
DCM-Pp-10-8 (10 mg) 
DCM-Pp-10-9 (10 mg) 
DCM-Pp-10-10 (10 mg) 
DCM-Pp-10-11 (2.7mg) 
DCM-Pp-10-12 (3.0 mg) 
DCM-Pp-10-13 (2.4 mg) 
DCM-Pp-10-14 (3.0 mg) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DCM-Pp-11 (0.3862 g) 
 
 
 
 
DCM-Pp-10-9 (10 mg) 
 
 
 
 
Columna 3 
Diámetro: 1.0 cm 
Altura: 25 cm 
Soporte: Sílica gel 
 
DCM-Pp-11-4 (12,2 mg) 
 
 
 
 
DCM-Pp-11-1 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-2 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-4 (12,2 mg) 
DCM-Pp-11-3 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-5 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-6 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-7 (4,2 mg) 
DCM-Pp-11-8 (11,2 mg) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Columna 4 
Diámetro: 1.0 cm 
Altura: 25 cm 
Soporte: Sílica gel 
 
DCM-Pp-10-9-1 (1,8 mg) 
DCM-Pp-10-9-2 (1,7 mg) 
DCM-Pp-10-9-3 (0,5mg) 
DCM-Pp-10-9-4 (2,0 mg) 
DCM-Pp-10-9-5 (1,0mg) 
DCM-Pp-10-9-6 (8,6 mg) 
 
 
 
 
 
 
 
 
DCM-Pp-10-9-6 (8,6 mg) 
 
 
 
 
DCM-Pp-11-4-1 (1,6 mg) 
DCM-Pp-11-4-2 (2.0mg) 
DCM-Pp-11-4-3 (1,2mg) 
DCM-Pp-11-4-4 (2.0mg) 
DCM-Pp-11-4-5 (1.8mg) 
 
 
 
 
DCM-Pp-10-9-6-1 (1,7 mg) 
DCM-Pp-10-9-6-2 (1,5mg) 
DCM-Pp-10-9-6-3 (1,4mg) 
 
 
 
 
DCM-Pp-11-8 (11,2 mg) 
 
 
 
 
DCM-Pp-11-8-1 (1,7 mg) 
DCM-Pp-11-8-2 (1,6mg) 
DCM-Pp-11-8-3 (1,7mg) 
DCM-Pp-11-8-4 (1,7mg) 
DCM-Pp-11-8-6 (1,7mg) 
 
 
 
 
CCD-P 
CCD-P 
CCD-P 
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6.6.3 Espectroscopía de las fracciones separadas del extracto de 
diclorometano de Piper pesaresanum. 
6.6.3.1 Espectroscopía de Infrarrojo 
Los espectros de IR tomados a las fracciones DCM-Pp-10-10 y DCM-Pp-11-4 del 
extracto de diclorometano de P. pesaresanum, se encuentran en el Anexo 14 y 
Anexo 15, respectivamente. Las principales señales, indican que los grupos 
funcionales de los compuestos de estas fracciones, los cuales se presentaron  en 
la Tabla 19 y Tabla 20, respectivamente (Sampietro et al., 2009; Mistry, 2009; 
Pavia et al., 2009). 
Es importante mencionar que estos espectros, fueron tomados después que las 
fracciones, estuvieran en contacto con acetonitrilo, en el análisis HPLC-MS; por lo 
tanto se evidenciaron residuos de este solvente en ambos espectros. Sin embargo 
se lograron identificar señales típicas de grupos metilo, cadenas de carbono con 
insaturaciones; además, se observó la presencia aromaticidad.  
Tabla 19. Análisis de las señales de IR para la muestra DCM-Pp-10-10 
Frecuencia cm
-1
 Intensidad Grupo al que pertenece 
3528.72 Media -OH 
3003.82 Media -C-H 
2412.82 Media Triples enlaces C≡N 
1637.64 Fuerte -C=O 
1438.70 Fuerte Flexión C-H 
1375.35 Fuerte Flexión C-H 
1316.67 Media Flexión C-H 
1033.39 Fuerte -C-N 
750.85 Media Anillo aromático con H libres 
703.64 Media Anillo aromático con H libres 
 
Tabla 20.Análisis de las señales de IR para la muestra DCM-Pp-11-4 
 
 
Frecuencia cm
-1
 Intensidad Grupo al que pertenece 
3416.69 Media -OH 
2999.84 Media -C-H 
2293.62 Media Triples enlaces C≡N 
1643.78 Fuerte -C=O 
1437.46 Media Aromaticidad 
1407.47 Media Aromaticidad 
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Continuación de la Tabla 21. 
 
 
 
6.6.3.2 Resonancia Magnética nuclear 
6.6.3.2.1 RMN-1H  
En la Tabla 21, se muestra parte del análisis espectroscópico de la fracción DCM-
Pp-11-8-6 del extracto de diclorometano de P. pesaresanum, el número de la 
señal, el desplazamiento químico (δ), el tipo y grupo al que pertenecería cada una 
de las 10 señales del espectro. El espectro RMN-1H se presenta en la Figura 25 el 
pico más sobresaliente, se ubicó a 7,28 ppm que corresponde al pico del solvente 
CDCl3. 
Tabla 21. Análisis del espectro RMN-1H de la muestra DCM-Pp-11-8-6 
Número δ Descripción Grupo al que pertenece 
10 9,21 Singlete ancho Momento cuadrupular del nitrógeno 
9 7,82 Singlete Región aromática sustituída 
8 5,22 Singlete muy ancho Insaturaciones –HC=CH- 
7 3,77-3,75-3,74-3,72 Cuartete de derecha a izquierda -O – CH3 
6 3,51 Singlete -OH 
5 3,43 – 3,42 – 3,40 Triplete -O – CH2 
4 
2,84 – 2,82 – 2,8 
2,75 – 2,73 – 2,71 
Triplete 
 
-CH2- del ciclo de nitrógeno 
 
3 
2,38 
 
Singlete 
 
-CH2- 
 
2 1,28 – 1,27 -  1,25 Multiplete -CH2- 
1 
0,92 – 0,91 – 0,9 – 
0,88 
Multiplete -CH3- 
 
Con las señales principales del espectro RMN-1H de la muestra DCM-Pp-11-8-6, 
se confirmó la presencia de por lo menos un nitrógeno en la molécula; además, se 
observó el grupo –O–CH3 que es común encontrarlo en compuestos de especies 
del género Piper. Las señales reconocidas en el espectro, confirman el tipo de 
compuesto que se encuentran en el extracto de diclorometano de P. 
1375.20 Media Aromaticidad 
1315.40 Media Flexión fuerte C-H 
1019.51 Fuerte -C-N 
952.37 Fuerte -C-N 
899.46 Media Anillo aromático con H libres 
703.82 Media Anillo aromático con H libres 
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pesaresanum, al ser del mismo tipo encontrado en el análisis de los espectros de 
masas (Pavia et al., 2009; Parmar et al., 1997; Matsuda et al., 2009; Navickene et 
al., 2000; Wei et al., 2004; Kaou et al., 2010). 
Al realizar las integraciones de cada uno de los picos y una general, se calculó 
para la molécula un número aproximado de 25 hidrógenos. 
6.6.1.2.2 COSY 1H-1H 
El espectro COSY de la muestra DCM-Pp-11-8-6 se presenta en la Figura 26, en 
el cual se encuentran 10 señales principales dentro de la diagonal del espectro y 
los espectros homonucleares en la parte superior y a la izquierda del espectro, las 
señales de acople vistas en el espectro se presentan en la Tabla 22, en el que se 
específica de forma están acopladas dichos protones. De este espectro se infiere 
que existen 10 grupo de protones y 4 grupos de acoplamiento escalar  (Fiel et al., 
2007)  
Tabla 22. Análisis del espectro COSY 1H–1 H de DCM-Pp-11-8-6 
# Acoplamiento 
Descripción de las 
señales 
1 señal 2 señal 
1 -CH2- con –CH2- Multiplete Multiplete 
2 -CH2- con –O-CH3 Multiplete Cuartete 
3 -CH2- con –CH2- de heterociclo Multiplete Triplete 
 
De este análisis no se logró elucidar una estructura completa, sin embargo se 
concluyó que los compuestos presentes en las fracciones polares del extracto de 
diclorometano de Piper pesaresanum que son activas contra S. aureus, 
presentaron en su estructura aromaticidad, grupos metoxilo e insaturaciones en 
cadena carbonada larga y presentan mínimo un nitrógeno en su estructura. Estos 
resultados mostraron grandes similitudes con el análisis realizado por HPLC-MS. 
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Figura 25. Espectro RMN-1H de la muestra DCM-Pp-11- 8-6 del extracto de diclorometano de P. pesaresanum 
tomado en CDCl3 en un Equipo Bruker de 300 Hz.
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Figura 26. Espectro COSY H1-H1 de la muestra DCM-Pp-11- 8-6 del extracto de diclorometano de P. pesaresanum 
tomado en CDCl3 en un Equipo Bruker de 300 Hz.
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6.6.4 Cromatografía de gases 
El análisis por cromatografía de gases de la fase oleaginosa de la fracción DCM-
Pp-10, permitió detectar 42 compuestos, que fueron comparados de forma 
cuantitativa, con las características de los compuestos de la base de datos Willey 
7a edición 2003, presente en el equipo.  
Dentro de los compuestos identificados, se encontró un gran número de alcoholes 
de diferentes tipos y pesos moleculares. El cromatograma completo se muestra en 
el Anexo 16. Los compuestos con mayor porcentaje de area, mostraron altos 
porcentajes de coincidencia con los planteados en la biblioteca, estos resultados 
se muestran en la Tabla 23. 
Tabla 23. Resultados de análisis por CG-MS de la fracción DCM-Pp-10 
tr % Área 
% 
Coincidencia 
Nombre 
Estructura 
11.157 6.404 96 
Acetato de 2-
butoxietil 
O
CH3O
OCH3
 
14.423 2.311 96 
4-Isopropenil-1-metil-
1,2-ciclohexanodiol 
CH2 CH3
OHCH3
OH
 
19.698 6.039 96 
Ácido 1,2-
bencenocarboxilico 
dietil éster 
O
O
CH3
O
CH3 O
 
35.585 0.626 80 
1,3,5-
trimetilhexahidro-
1,3,5-triazina 
N
N
N
 
 
El acetato de 2-butoxietil, no es un compuesto cuya estructura sea común 
encontrar en especies del género Piper,  sin embargo varios compuestos, los 
cuales presentan dentro de su estructura, el tipo de enlace C-O-C. Este 
compuesto es utilizado como solvente y es inflamable (Sigma-Aldrich, 2012). 
   77 
Angélica Giraldo A. 
El compuesto 4-Isopropenil-1-metil-1,2-ciclohexanediol, tiene características 
estructurales similares al terpeno aislado de Piper nigrum 4-isoprenil-1metil-3-
ciclohexenen-1-ol, cuya diferencia radica en el grupo hidroxilo demás en la 
posición 2 del ciclohexano. Los terpenos se encuentran son abundantes en las 
especies del género Piper como monoterpenos o sesquiterpenos (Parmar et al., 
1997). 
De P. crassinervium, se han aislado e identificado además de flavononas, 
derivados del ácido benzóico, cuyas estructuras se muestran en la Figura 27. Lo 
que muestra que este tipo de compuestos también son importantes dentro de 
algunas especies del género Piper; sin embargo no se encuentran compuestos 
con las estructuras similares al ácido 1,2-bencenocarboxílico dietil ester, 
identificado en la fase oleoginosa de la fracción DCM-Pp-10 
 
 
 
 
Figura 27.  Estructuras químicas de los compuestos ácido 4-hidroxi-(3’,7’-dimetil-
1’-oxo-octa-2’-E-6’-dienil)benzoico, ácido 4-hidroxi-3-(3’,7’-dimetil-3’-hidroxi-1’-oxo-
6’-octenil)benzoico . 
El tipo de compuestos como la 1,3,5-trimetilhexahidro-1,3,5-triazina, se reconocen 
por ser compuestos con alta actividad antibacteriana, antifúngica e insectida, las 
cuales han sido mostradas en diversas especies del género Piper; sin embargo no 
se han encontrado compuestos con características estructurales similares a este 
compuesto identificado para la fracción DCM-Pp-10. De esta forma se aportan 
mas resultados al conocimiento a la familia Piperacae. 
O OH
OH CH3
CH3
CH3
      
OH
O
O OH
OH
CH3
CH3
CH3
 
 
 
Ácido 4-hidroxi-(3’,7’-
dimetil-1’-oxo-octa-2’-E-6’-
dienil)benzoico  (1) 
Ácido 4-hidroxi-3-(3’,7’-
dimetil-3’-hidroxi-1’-oxo-6’-
octenil)benzoico (2) 
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CONCLUSIONES 
 
1. Se determinó que el extracto crudo de diclorometano de P. pesaresanum 
tiene compuestos biológicamente activos contra S. aureus con un IC50 de 
468.84 mg/L y sus fracciones polares un IC50 de 77.07mg/L, 38.93 mg/L y 
21.31 mg/L lo que convierte a esta especie y sus metabolitos secundarios 
polares, en agentes antimicrobianos importantes. 
 
2. El extracto crudo de metanol de P. pesaresanum fue activo contra M. 
fijiensis mostrando un promisorio 100% de ascosporas no germinadas, lo 
cual considerar este extracto como un antifúngico natural potencial, para el 
control de la Sigatoka negra. 
 
3. La especie P. pesaresanum, tiene un número significativo de compuestos, 
pertenecientes a diferentes núcleos fitoquímicos, dentro de los cuales se 
logró identificar una amida con características estructurales similares a la  
Pipercida, amida insaturada presente en P. nigrum. 
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RECOMENDACIONES 
 
1. Puesto que se obtuvo una actividad antifúngica contra M. fijiensis con el 
extracto metanólico de P. pesaresanum, se recomienda fraccionar y 
evaluar las fracciones, llegando a obtener los compuestos responsables 
de la actividad de dicho extracto. 
 
2. Obtener un biopreparado con el extracto metanólico para determinar la 
actividad antifúngica in vivo, en la perspectiva obtener un producto 
comercial, efectivo para el control de la enfermedad Sigatoka negra para 
el cultivo de plátano y banano. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Protocolo para la activación de bacterias (Rios et al., 1988) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tomar 1 mL o una azada del microorganismo 
cultivado en caldo o agar BHI 
Adicionar a 25 mL de caldo BHI estéril 
Dejar en agitación a 3000 rpm durante 24 
horas a temperatura ambiente 
Realizar la evaluación de la actividad antibacteriana 
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Anexo 2. Evaluación de la actividad antibacteriana de extractos vegetales por el 
método de difusión en pozos (Rios et al., 1988). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Preparar una solución del microoganismo en NaCl al 0,85% que 
presente un 25% de transmitancia 
Tomar 1 ml de la solución con el microorganismo y adicionarlos a  
20 mL de agar Mueller Hinton II estéril a 38°C aproximadamente, 
agitar en movimientos de 8 y dejar gelificar 
Realizar y marcar 7 pozos con la ayuda de la parte superior de 
una pipeta Pasteur o sacabodados 
Adicionar 20 µL de la solución a evaluar (extracto a 
diferentes concentraciones y controles (+) y (-)), a los pozos 
y dejar en reposo por 15 min 
 
 
Incubar durante 24 horas a  37°C 
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Anexo 3. Protocolo para cromatografía de columna (CC) (Sarker et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tomar la columna y colocar un trozo de algodón en la punta, de manera que 
quede ajustado pero permita el paso del sistema de elución sin mayor dificultad y 
de manera constante 
Adicionar a la columna la cantidad de sílica proporcional a la cantidad de muestra, 
asegurándose que quede compacta y sin burbujas, generadas al adicionar el 
solvente 
Acondicionar la columna pasando el sistema de elución dos veces, dejando un 
poco de sistema en el tope del nivel del soporte 
Adicionar la muestra, con la ayuda de una pipeta Pasteur, sin perturbar la 
superficie del soporte 
Adicionar el sistema de elución con ayuda de una pipeta Pasteur, por las 
paredes de la columna, hasta que se tenga un volumen considerable y pueda 
adicionarse el solvente rápidamente sin perturbar la superficie del soporte 
Abrir la llave de la columna, permitiendo un flujo de solvente constante y 
recolectar facciones en un volumen proporcional al tamaño de la columna, 
asegurando la separación por medio de placas de TLC en orden de salida de 
las fracciones. 
Solubilizar completamente la muestra, de lo contrario debe hacerse 
preadsorción 
Determinar las condiciones cromatográficas (sistema de elución, cantidad de 
soporte y muestra) 
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Anexo 4. Protocolo para cromatografía de capa delgada preparativa (CCD - P) 
(Sarker et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Preparar el sistema dentro de la cámara de elución, mezclar y dejar estabilizar por 
lo menos por 40 minutos antes de la elución de la placa. 
Disolver la muestra en la menor cantidad de solvente posible, aplicarla sobre la 
placa con la ayuda de un capilar largo y de punta fina en una línea recta dejando 
un borde de 1,5 a 2 cm en la parte inferior de la placa y 1 cm en el resto de sus 
lados. 
Eluir, dejar secar la placa y revelarla con luz UV con λ larga y corta, si no se 
encuentran manchas ó el compuesto no absorbe a esas λ es posible revelar un 
trozo de la placa con revelador específico para el compuesto de interés 
Ubicar las manchas con un lápiz y luego retirarlas con la ayuda de un bisturí, 
ponerlas por separado en un erlenmeyer que contienen el solvente en el cual la 
muestra sea completamente la soluble 
Mezclar y centrifugar, lavando muy bien el soporte, realizando varios lavados y 
calentando levemente el conjunto, asegurándose de sacar todo el solvente, 
teniendo en cuenta que por cada gramo de soporte se adicionan 10 mL de 
solvente. 
Filtrar al vacío empleando filtros de celulosa asegurándose de que no quede 
ninguna partícula del soporte, concentrar, secar y pesar tratando de tener la 
menor contaminación posible, pues las muestras después de este 
procedimiento pueden estar listas para análisis espectroscópico. 
Tomar una placa de tamaño 20 X 20 cm y espesor entre 0,5 y 2 mm y limpiarla 
dejándola eluir solventes como hexano, diclorometano o metanol, secarla 
completamente a temperatura ambiente y luego activar a 120°C por 2 horas. 
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Anexo 5. Resultados de la caracterización fitoquímica 
Marcha fitoquímica 1. 
 
Marcha fitoquímica 2 
 
 
 
 
A
lc
a
lo
id
e
s
E
s
te
ro
id
e
s
 y
  
T
ri
te
rp
e
n
o
s
S
a
p
o
n
in
a
s
F
e
n
o
le
s
F
la
v
o
n
o
id
e
s
T
a
n
in
o
s
L
a
c
to
n
a
s
C
u
m
a
ri
n
a
s
A
m
id
a
s
Hexano + + - + ++ + + - +
Diclorometano - - + ++ ++ - - - -
Metanol - + + ++ ++ + + + ++
Metanol - Agua (9:1) + - + ++ + + + + +
Hexano ++ + + + ++ + + ++ +
Diclorometano ++ - + ++ ++ - - ++ -
Metanol - + + ++ ++ + - ++ -
Metanol - Agua (9:1) - - + + + + + ++ -
 (-) Ausente (+) Presente (++) Abundante
Piper crassinervium       
FJR 4021 
UTP 167 
Piper pesaresanum        
FJR 3996 
UTP 148
Metabolitos secundarios analizados
Nombre científico         
Voucher N° FJR
N° UTP                      
Extracto
A
lc
a
lo
id
e
s
E
s
te
ro
id
e
s
 y
 
T
ri
te
rp
e
n
o
s
S
a
p
o
n
in
a
s
F
e
n
o
le
s
F
la
v
o
n
o
id
e
s
T
a
n
in
o
s
L
a
c
to
n
a
s
C
u
m
a
ri
n
a
s
A
m
id
a
s
Hexano + + - + ++ ++ + + +
Diclorometano - - + ++ ++ + + - -
Metanol - + + + ++ - + ++ ++
Metanol - Agua (9:1) - - + + + - ++ - +
Hexano ++ + + + ++ ++ + ++ +
Diclorometano ++ - + + ++ + - ++ -
Metanol - + + ++ ++ + - ++ -
Metanol - Agua (9:1) - - + - + + + ++ -
 (-) Ausente (+) Presente (++) Abundante
Nombre científico         
Voucher N° FJR
(N° UTP)
Extracto
Metabolitos secundarios analizados
Piper crassinervium       
FJR 4021 
(UTP 167)
Piper pesaresanum        
FJR 3996 
(UTP 148)
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Anexo 6. Resultados de la actividad antibacteriana de extractos de P. 
pesaresanum y P. crassinervium contra E. coli y S. aureus. 
 
 
 
 
 
 
A B C D E (+) A B C D E (+)
1 X X X X X 21 X X X X X 22
2 X X X X X 21 X X X X X 21
3 X X X X X 21 X X X X X 19
1 X X X X X 26 X X X X X 20
2 X X X X X 26 X X X X X 23
3 X X X X X 25 X X X X X 23
1 X X X X X 21 X X X X X 21
2 X X X X X 22 X X X X X 20
3 X X X X X 24 X X X X X 18
1 X X X X X 31 X X X X X 20
2 X X X X X 30 X X X X X 18
3 X X X X X 30 X X X X X 21
Halos de inhibición en mm de los extractos de P. crassinervium contra  E.coli
Extracto Caja
Bioensayo 1 Bioensayo 2
Hex
DCM
MeOH
MeOH - H2O 
(9:1)
A B C D E (+) A B C D E (+)
1 X X X X X 21 X X X X X 28
2 X X X X X 21 X X X X X 23
3 X X X X X 22 X X X X X 23
1 X X X X X 20 X X X X X 24
2 X X X X X 23 X X X X X 21
3 X X X X X 24 X X X X X 21
1 X X X X X 20 X X X X X 18
2 X X X X X 20 X X X X X 21
3 X X X X X 20 X X X X X 21
1 X X X X X 22 X X X X X 21
2 X X X X X 24 X X X X X 20
3 X X X X X 22 X X X X X 20
Halos de inhibición en mm de los extractos de P. pesaresanum contra  E.coli
Extracto Caja
Bioensayo 1 Bioensayo 2
Hex
DCM
MeOH
MeOH - H2O 
(9:1)
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Hex = Hexano, DCM = Diclorometano, MeOH = Metanol, MeOH-H2O = Metanol – 
agua1,2,3 = Número de cajas utilizado por extracto, A,B,C, D,E, Concentraciones  
del extracto a 4000, 2000, 1000, 500 y 250 ppm.(+) = Control positivo Cefotaxima 
a 250 ppm (X) No presenta halo de inhibición. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B C D E (+) A B C D E (+)
1 X X X X X 16 X X X X X 15
2 X X X X X 14 X X X X X 13
3 X X X X X 14 X X X X X 18
1 X X X X X 13 X X X X X 17
2 X X X X X 14 X X X X X 15
3 X X X X X 16 X X X X X 16
1 X X X X X 15 X X X X X 16
2 X X X X X 16 X X X X X 16
3 X X X X X 14 X X X X X 17
1 X X X X X 16 X X X X X 15
2 X X X X X 13 X X X X X 15
3 X X X X X 15 X X X X X 15
DCM
MeOH
MeOH - H2O 
(9:1)
Halos de inhibición en mm de los extractos de P. crassinervium contra  S. aureus
Extracto Caja
Bioensayo 1 Bioensayo 2
Hex
  98 
Estudio fitoquímico de P. pesaresanum y P. crassinervium   
 
Anexo 7. Resultados de la evaluación de actividad antifúngica por el método de elongación del tubo germinativo de 
los extractos de P. crassinervium y P. pesaresanum. 
 
 
 
 
 
GN GC GD NG GN GC GD NG GN GC GD NG
Hex 7,3 33,3 30 29,4 10,7 39 29,3 21 9±2,40 36,15±4,03 29,65±0,49 25,2±5,94
DCM 0 0 0 100 0 8 0 92 0±0,01 4±5,657 0±0,01 96±5,67
MeOH 0 0 0 100 0 0 0 100 0±0,01 0±0,01 0±0,01 100±0,01
MeOH-H2O (9:1) 0,7 6 93,3 0 NL NL NL NL 0,7±0,01 6±0,01 93,3±0,01 0±0,01
Hex 20,7 22,7 52 4,6 28 18 47,3 6,7 24,35±5,16 20,35±5,16
49,65±3,32
3
5,65±1,48
DCM 79,3 12,7 5,3 2,7 70 19,3 0 10,7 74,65±6,57 16±6,57 2,65±4,67 6,7±3,75
MeOH NL NL NL NL 75,33 0 24,67 0 75,33±0,01 0±0,01 24,67±0,01 0±0,01
MeOH-H2O (9:1) 98,7 0 1,3 0 96 0,7 3 0,3 97,35±1,91 0,35±0,49 2,15±1,20 0,15±0,21
Bioensayo 2 Promedio
Piper 
pesaresanum 
(FJR 3996)
Piper 
Crassinervium 
(FJR 4021)
Especie Extracto
Bioensayo 1
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Anexo 8. Análisis estadístico no paramétrico para los resultados de la evaluación 
de la actividad antifúngica por el método de crecimiento radial (Prueba de Kruskal 
Wallis) en el software Infostat. 
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Anexo 9. Cromatogramas  de HPLC de extractos activos y las fracciones DCM-
Pp-10-10 y DCM-Pp-11-4 de P. pesaresanum. 
 Cromatograma del extracto de diclorometano de P. pesaresanum. 
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 Cromatograma del extracto de metanol de P. pesaresanum. 
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 Cromatograma de la fracción DCM-Pp-10-10 del extracto de diclorometano 
de P. pesaresanum. 
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 Cromatograma de la fracción DCM-Pp-11-4 del extracto de diclorometano 
de P. pesaresanum. 
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Anexo 10. TIC de extractos activos y las fracciones DCM-Pp-10-10 y DCM-Pp-11-
4 de P. pesaresanum. 
 TIC del extracto de diclorometano de P. pesaresanum 
 
 TIC del extracto de metanol de P. pesaresanum. 
 
 
 TIC de la fracción DCM-Pp-10-10 del extracto de diclorometano de P. 
pesaresanum. 
 
 TIC de la fracción DCM-Pp-11-4 del extracto de diclorometano de P. 
pesaresanum. 
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Anexo 11. Análisis de HPLC-MS de extractos y fracciones de Piper pesaresanum 
Análisis de HPLC-MS Extracto de metanol de P. pesaresanum 
λ =205.4 nm Total de picos= 15 
# tr (min) UV (nm) m/z Inferencia 
1 1.760 262.954 112.0, 120.0, 136.0, 162.2, 180.1, 287.2, 305.2 Fenólico-Flavonoide 
2 2.132  100.1, 122.0, 138.0, 300.2 Chalcona sustituída en el anillo B no metoxilada 
3 2.363 268.639, 340.822 101.1, 111.0, 121.0, 138.0, 177.9, 235.2, 313.2 Chalcona sustituída en el anillo B no metoxilada 
4 2.500 268.560, 334.494 101.1, 111.0, 122.0, 138.1, 235.1, 313.1, 343.0 Chalcona sustituída en el anillo B no metoxilada 
5 3.677 269.244, 334.494 101.0, 111.0, 122.1 138.0, 235.1, 285.1, 327.1, 357.2 Flavonona hidroxisustituída en el anillo B 
6 4.083 238.314, 320.302 101.0, 122.0, 138.1, 179.2, 285.5, 309.1 Chalcona sustituída en el anillo B no metoxilada 
7 5.369 
222.319, 284.014 
319.860 
101.0, 111.1, 122.1, 138.1, 235.1, 271.0, 354.2, 356.1 Fenólico y flavonoide 
8 5.627 270.283, 330.074 100.1, 111.1, 122.0, 138.0, 354.2 Fenólico -flavonoide 
9 7.413 282.054 111.0, 122.0, 140.1, 235.0, 271.1, 340.3 Fenólico -flavonoide 
10 9.461 346.277 113.0, 122.0, 235.1, 354.2, 355.1 Fenólico -flavonoide 
11 12.304 258.564 
101.0, 122.0, 140.0, 202.1, 236.2, 273.3, 283.2, 
310.2, 355.1 
Amida, con un número impar de Nitrógenos. 
12 14.445 
278.836, 283.986 
350.260 
111.0, 122.0, 138.1, 235.1,  286.2, 288.8, 302.3, 
342.2, 366.2 
Fenólico -flavonoide 
13 15.267 256.883 113.0, 122.0, 136.0, 344.3, 368.4 Fenólico -flavonoide 
14 15.723 
218.526, 257.068 
356.614 
112.0, 122.1, 136.1, 163.1, 235.1, 292.3, 370 Fenólico -flavonoide 
15 16.249 259.341 111.0, 122.0, 164.0, 235.0, 314.2, 316.3, 368.0 Fenólico -flavonoide 
16 16.933 277.809 122, 136, 154, 235.1, 282.2, 344.3, 368.4 Fenólico -flavonoide 
λ =254.4 nm Total de picos= 8 
1 1.760 267.724 112.0, 230.1, 275.2, 305.1, 306.2 Fenólico -flavonoide 
2 1.977 284.945 
101.1, 108.1, 122.0, 136.1, 138.0, 162.0, 180.1, 
207.1, 305.1, 
Fenólico -flavonoide 
3 2.171  111.0, 138.0, 180.0, 235.1, 267.0, 300.2, Fenólico -flavonoide 
4 2.367 268.571, 338.457 101.0, 111.0, 138.0, 177.9, 235.1, 313.2 Fenólico -flavonoide 
5 2.499 268.560, 334.573 101.0, 111.0, 122.0, 138.1, 235.0, 313.0, 327.2, 343.0 Fenólico -flavonoide 
6 3.676 268.929,332.741 101.0, 111.0, 138.0, 235.1, 285.1, 309.0, 327.1, 357.2 Fenólico -flavonoide 
7 12.305 222, 258 122.0, 138.0, 235.0, 346.0 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
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8 15.266 222, 257.440 122.0, 154.0, 235.1, 344.3, 368.4 Compuesto con parte aromática, con un número par de Nitrógenos 
λ =280.4 nm Total de picos=8 
1 1.705 267.391 116.1, 162.0, 275.1, 289.1, 305.1, 306.1 Fenólico -flavonoide 
2 2.367 268.486, 340.168 101.1, 111.0, 122.0, 138.0, 177.9, 235.1, 313.2 Fenólico -flavonoide 
3 2.497 268.474, 334.210 101.1, 111.0, 121.0, 138.1, 179.0, 235.0, 313.0, 343.0 Fenólico -flavonoide 
4 2.899 
230.160, 279.035 
313.085 
101.1, 110.9,  122.0, 138.0, 235.1, 285.6, 298.3, 
329.3, 342.1 
Fenólico -flavonoide 
5 3.676 
215.060, 269.074 
333.244 
111.0,  122.1, 138.0, 235.1, 215.1, 327.1,  357.2 Fenólico -flavonoide 
6 5.633 
212.235, 269.207 
336.415 
111.0, 122.0, 138.1, 234.8, 354.2, 355.2 Fenólico -flavonoide 
7 12.304 258.267 122.0, 140.0, 151.0, 235.2, 320.3, 355.1 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
λ =340.4 nm Total de picos= 8 
1 1.699 271.962 162.1, 305.1, 306.2 Fenólico -flavonoide 
2 1.871 264.529 112.0, 120.0, 136.0, 162.0, 180.0, 305.2 Fenólico -flavonoide 
3 2.371 268.873, 339.691 101.0, 111.0, 122.0, 138.0, 177.9, 220.1, 235.1, 313.2 Fenólico -flavonoide 
4 2.501 268.826, 334.263 101.0, 111.0 121.0, 138.1, 179.0, 235.0, 313.0, 343.0 Fenólico -flavonoide 
5 3.676 
214.371, 269.197 
332.194 
101.0, 111.0, 122.1, 138.0, 140.0, 235.1, 285.1, 
327.1, 357.2, 
Fenólico -flavonoide 
6 5.630 
212.233, 269.402 
344.259 
101.1, 111.1, 122.0, 138.0, 234.0, 271.0, 354.2, 355.2 Fenólico -flavonoide 
7 9.459 346.384 113.0, 122.0, 235.1, 354.2, 355.1 Fenólico -flavonoide 
8 12.129 233.999, 343.151 109.0, 122.0, 138.0, 235.1, 343.3 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
 
Análisis de HPLC-MS Extracto de diclorometano de P. pesaresanum 
λ =205.4 nm Total de picos= 11 
# tr (min) UV (nm) m/z Inferencia 
1 1.701 274.357 101.1, 111.0, 122.0, 138.0, 235.2, 300.2  Fenólico -flavonoide 
2 1.874  101.1,  111.1, 122.1, 138.0, 144.1, 235.1, 261.2 Fenólico -flavonoide 
3 2.462  111.0, 122.1, 138.1, 235.2, 261.4 Fenólico -flavonoide 
4 7.413 285.115 101.0, 122.0, 138.0, 235.0, 269.2, 271.1 Fenólico -flavonoide 
5 9.249 347.366 122.1, 235.2, 285.0, 354.1, 355.2 Fenólico -flavonoide 
6 12.324 258.657 112.0, 122.0, 140.1, 235.0, 268.8, 341.1, 355.1 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
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7 14.061 221.973 274.403 111.0, 122.1, 165.0, 263.1, 292.3, 341.2 Fenólico -flavonoide 
8 15.296 256.971 122.1, 165.0, 263.1, 292.3, 341.2, 368.3 Compuesto con parte aromática, con un número par de Nitrógenos 
9 15.748 219.981 257.669 
353.145 
122.1, 138.0, 263.2, 316.3, 367.2 Fenólico -flavonoide 
10 16.881  122.0, 138.0, 263.2, 295.3, 316.3, 366.1 Fenólico -flavonoide 
11 18.336 239.073, 303.094 111.0, 122.0, 138.1, 154.0, 237.1, 320.2, 325.2, 
367.4 
Fenólico -flavonoide 
λ =254.4 nm Total de picos= 4 
1 12.324 258.302 122.0, 140.1, 163.0, 235.0, 341.1, 355.1  Amida, con un número impar de Nitrógenos 
2 14.883 216.423, 278.555 122.0, 124.0, 163.0, 341.2, 366.5 Fenólico -flavonoide 
3 15.293 213.561, 257.584 122.1, 165.0, 263.1, 292.3, 341.2, 368.3  Fenólico -flavonoide 
4 15.745 221.692, 257.730 
354.440 
122.1, 138.0, 263.2, 316.3, 367.2 Fenólico -flavonoide 
λ =280.4 nm Total de picos= 4 
1 7.406 284.413 122.0, 138.0, 235.0, 271.1  
2 12.324 258.309 122.0, 140.1, 163.0, 235.0, 341.2, 355.1 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
3 14.880 278.654 112.2, 122.2, 163.0, 175.1, 341.2, 366.5 Fenólico –flavonoide 
4 15.292 257.210 111.0, 122.1, 165.0, 263.1, 292.3, 341.2, 368.3 Fenólico –flavonoide 
λ =340.4 nm Total de picos= 3 
1 9.267 347.325 122.0, 235.2, 285.0, 354.2, 355.2 Fenólico –flavonoide 
2 12.136 233.897, 343.331 111.0, 122.1, 140.0, 235.2, 271.1, 310.2, 352.2 Amida, con un número impar de Nitrógenos 
3 15.745 221.866, 257.880 
354.412 
122.1, 137.1, 138.0, 316.3, 367.2 Fenólico –flavonoide 
 
Análisis HPLC-MS de la fracción DCM-Pp-10-10 
λ =205.4 nm Total de picos= 11 
# tr (min) Uv (nm) m/z 
Inferencia 
 
1 1.883  101.1, 111.0, 138.1, 235.2, 279.3100.1, 101.1, 111.0, 122.1, 138.1, 
235.1 
Fenólico -flavonoide 
2 2.466  101.1, 111.1, 122.0, 138.1, 235.2, 354.0 Fenólico -flavonoide 
3 5.899 245.525 
284.766 
122.0,138.0, 234.8, 341.3, 359.1, 360.0 Fenólico -flavonoide 
4 7.875 256.113 
 
110.0, 122.1, 138.0, 234.8, 341.3, 359.1, 360 Fenólico -flavonoide 
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5 10.855 224.123 
274.400 
122.1, 138.0, 235.2, 344.4  Fenólico -flavonoide 
6 14.748 266.089 
 
122.1, 163.1, 237.1, 344.3, 348.3 Fenólico -flavonoide 
7 15.419 223.965 
275.644 
122.0, 149.0, 205.1, 297.3, 325.2, 342.3 Fenólico -flavonoide 
8 16.122 266.418 
 
122.0, 136.0, 163.1, 235.1, 367.3 Fenólico -flavonoide 
9 17.826 244.170 122.1, 136.0, 162.9, 263.2, 325.2, 366.4 Fenólico -flavonoide 
λ =254.4 nm Total de picos= 1 
1 15.419 224.131, 275.519 122.0, 149.0, 205.1, 223.0, 235.0, 265.3, 279.2, 297.3, 325.2, 344.1 Fenólico -flavonoide 
Análisis HPLC-MS de la fracción DCM-Pp-10-10 
λ =205.4 nm Total de picos= 1 
# tr (min) Uv (nm) m/z Inferencia 
1 1.882  101.0, 111.0, 122.0, 138.0, 194.7, 235.0 Fenólico –flavonoide 
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Anexo 12. Resultados de la evaluación de la actividad antibacteriana de las 
fracciones obtenidas en la columna 1 
 
 
 
 
 
(Cp) (Cp)
1000 500 250 75 62,5 250 1000 500 250 75 62,5 250
X X X X X 18 X X X X X 16
X X X X X 18 X X X X X 18
X X X X X 14 X X X X X 17
X X X X X 18 X X X X X 16
X X X X X 18 X X X X X 14
X X X X X 18 X X X X X 15
13 11 X X X 16 X X X X X 16
15 12 X X X 18 X X X X X 16
14 11 X X X 18 X X X X X 15
14 12 X X X 18 14 12 X X X 17
14 11 X X X 19 14 11 X X X 15
14 11 X X X 19 14 11 X X X 16
17 X X X X 19 17 X X X X 16
X X X X X 19 X X X X X 16
X X X X X 22 X X X X X 16
X X X X X 20 X X X X X 16
X X X X X 18 X X X X X 16
X X X X X 18 X X X X X 17
X X X X X 18 X X X X X 15
X X X X X 18 X X X X X 15
X X X X X 17 X X X X X 15
18 16 12 10 8 18 12 10 8 X X 15
19 14 12 11 9 18 12 9 7 X X 14
17 14 12 10 9 19 11 8 8 6 X 15
14 12 10 9 8 16 12 10 8 6 X 15
13 11 9 9 7 16 12 8 7 6 X 14
14 11 9 9 8 15 13 11 8 6 X 16
22 18 16 14 11 16 21 19 16 12 11 16
19 17 14 13 11 18 22 19 18 14 12 15
19 16 13 13 11 14 15 14 12 11 9 14
DCM-Pp -10
DCM-Pp -11
Concentraciones en ppm
Bioensayo 1 Bioensayo 2
Fracción
DCM-Pp -5
DCM-Pp -6
DCM-Pp -7
DCM-Pp -8
DCM-Pp -9
Concentraciones en ppm
DCM-Pp -2
DCM-Pp -3
DCM-Pp -4
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Anexo 13. Cálculos para la determinación del IC50 de las fracciones activas. 
La fracción DCM-Pp-9 presentó actividad a las concentraciones de 1000, 500 y 
250 ppm en ambos bioensayos, con los datos se construye la siguiente gráfica. 
 
Figura. Regresión lineal para la fracción DCM-Pp-9 
La regresión lineal dio la ecuación: 
y = 30.299x - 5.735 
Despejando el valor de x cuando y vale el 50%, entonces: 
x =
50 + 5.753
30.299
= 1.8401 
Aplicando el antilogaritmo, se tiene que la concentración media inhibitoria de la 
fracción DCM-Pp-9 es 69,19 ppm que es un valor mucho menor en comparación 
con el extracto crudo. El  valor  de coeficiente de correlación positivo R2=0.9461 
indica que la relación que existe entre el porcentaje de inhibición y la 
concentración es directamente proporcional  (Guilleumas et al., 2010) 
y = 30.299x - 5.735
R² = 0.9461
45
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75
80
85
90
95
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Cálculos para la determinación del IC50 de la fracción DCM-Pp-10. 
Los cálculos se realizaron de la misma forma que en la fracción DCM-Pp-9. 
 
Figura. Regresión lineal para la fracción DCM-Pp-10 
 
La regresión lineal dio la ecuación: 
y = 32.057x + 0.557 
 
Despejando x cuando y vale el 50% entonces: 
x=
50+0.557
32.057
=1,59 
 
Aplicando el antilogaritmo, se tiene que la concentración media inhibitoria de la 
fracción DCM-Pp-10 es 37,76 ppm que es un valor mucho menor en comparación 
con el extracto crudo. Con el valor del coeficiente de correlación R² = 0.9092 se 
tiene que la relación entre el porcentaje de inhibición con la concentración de la 
solución de la fracción DCM-Pp-10 es directamente proporcional (Guilleumas et 
al., 2010). 
y = 32.057x + 0.557
R² = 0.9092
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Cálculos para la determinación del IC50 de la fracción DCM-Pp-11 
 
Figura. Regresión lineal para la fracción DCM-Pp-11. 
La regresión lineal dio la ecuación 
y = 40,148x - 4,139 
Despejando x cuando y vale el 50% entonces: 
x=
50+4,139
40,148
=  1,35 
 
Aplicando el antilogaritmo, se obtiene que la concentración media inhibitoria de la 
fracción DCM-Pp-11 es 22,31 ppm que es un valor mucho menor en comparación 
con el extracto crudo que es de 468,84 ppm, lo que significa que la fracción   
DCM-Pp-11  tiene una mejor actividad antibacteriana que el extracto crudo. Con el 
valor del coeficiente de correlación R² = 0.9678 tiene que la relación entre el 
porcentaje de inhibición con la concentración de la solución de la fracción DCM-
Pp-11 es directamente proporcional (Guilleumas et al., 2010). 
y = 40,14x - 4,139
R² = 0,967
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Logaritmo en base 10 de las concentraciones evaluadas
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Anexo 14. Espectro IR de la muestra DCM-Pp-10-10 
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Anexo 15. Espectro IR de la muestra DCM-Pp-11-4 
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Anexo 16. Cromatograma  CG  de la fase oleoginosa de la fracción DCM-Pp-10 
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